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RESUMO

O composto LQFM018 é um protétipo de farmaco com comprovada atividade
antineoplasica in vitro (citotoxicidade contra a linhagem celular K-562 com 1Csg
= 0,07652 mM) que foi obtida através de simplificacdo molecular a partir de
compostos antitumorais denominados nutlins, inibidores da interagdo MDM2-
p53. O presente trabalho objetivou a realizacdo do estudo de seu perfil
farmacocinético, empregando-se, para tal, método bioanalitico validado em LC-
MS/MS. Os parametros analiticos utilizados em LC-MS/MS foram: coluna ACE®
C18 (100 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel tampdo 2 mM acetato de amdnio
com acido formico 0,025% e metanol (50%:50%, v/v), fluxo de 1,2 mL/min,
temperatura da coluna de 40°C, padrédo interno (PI) domperidona, extracao
liquido-liquido com éter metil-terc-butil (MTBE) e volume de injegédo de 3,0 uL. O
método apresentou linearidade de 10 a 15.000 ng/mL (r = 0,9997). A precisao
intracorrida variou de 0,6% a 5,5% e a intercorrida de 1,8% a 6,7%. A exatiddo
encontrada foi de 99,0% a 107,0% e a recuperacdo média dos controles foi de
74,1% £ 4,9%. Os tempos de retencao foram de 3,16 min para o LQFM018 e
1,81 min para a domperidona (PI). O LQFMO018 foi administrado em trés ratas
Wistar na dose de 100 mg/kg, i.p. Apés a administracdo, foram coletadas
amostras de 0,5 mL de sangue, por canulacdo da veia jugular esquerda, com
seringa heparinizada, nos tempos de 1 h,2h,3h,4h,5h,6h,7h,8he9h.
As amostras sanguineas foram identificadas e centrifugadas para obtencéo do
plasma, que foi congelado a -20 °C até o momento da analise. Os parametros
farmacocinéticos (média + DPR) foram: ty», = 2,89 + 2,0 h; Clt/F = 22,01 £ 13,5
mL/min/kg; Vd/F = 5,48 + 3,6 L/kg. Os valores de Vd/F, t., e Cl/F extrapolados,
através de escala alométrica, para um individuo de 70 kg foram de 1.954,3 L/kg,
12,6 h e 1800,4 mL/min/kg, respectivamente. O método bioanalitico foi
adequado para a deteccdo e quantificacdo do LQFMO018 em plasma de rato. O
perfil farmacocinético, extrapolado em escala alométrica, apresentou alto valor
de ty», elevado Vd e extenso valor de CLy, permitindo entender que o prototipo
estudado demonstrou um bom perfil de distribuicdo tecidual e foi
extensivamente eliminado.

Palavras-chave: Nutlins. LQFMO018. Farmacocinética pré-clinica. LC-MS/MS.
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ABSTRACT

Study of the kinetic and allometric profile of antineoplastic prototype
drug LQFMO018 in experimental models by LC-MS/MS

LQFMO018 is a prototype drug with proven anticancer activity in vitro (cytotoxicity
against K-562 cell line, 1ICsp = 0.07652 mM), which was obtained by molecular
simplification from antitumor compounds called nutlins, inhibitors of the interaction
MDM2-p53. This study aimed to determine its pharmacokinetic profile, using, to
this end, validated bioanalytical method in LC-MS/MS. The parameters used in
analytical LC-MS/MS were: ACE® C18 column (100 mm x 4.6 mm, 5 um), mobile
phase buffer 2 mM ammonium acetate with 0.025% formic acid and methanol
(50%:50% v/v), flow 1.2 mL/min, temperature of the column 40 °C, internal
standard (IS) domperidone, liquid-liquid extraction with methyl tert-butyl ether
(MTBE) and injection volume of 3.0 yL. The method was linear from 10 to 15,000
ng/mL (r = 0.9997). Intrarun precision was ranged from 0.6% to 5.5% and interrun
from 1.8% to 6.7%. The accuracy found was 99.0% to 107.0% and the average
recovery of controls was 74.1% + 4.9%. The retention times were 3.16 min for
LQFMO018 and 1.81 min to domperidone. LQFM018 was administered to 3 females
Wistar rats at 100 mg/kg, i.p. After administration, 0.5 mL samples of blood were
collected by cannulation of the left jugular vein with heparinized syringe, at 1h, 2 h,
3h,4h,5h,6h,7h,8hand9 h. Blood samples were identified and centrifuged
to obtain plasma which was frozen at -20 °C until the time of analysis. The
pharmacokinetic parameters (mean + SD) were t,, = 2.89 + 2.0 h; Clt/F = 22.01 +
13.5 mL/min/kg; Vd/F = 548 + 3.6 L/kg. The values of Vd/F, t, and CL+/F
extrapolated using allometric scaling for a person weighing 70 kg were 1954.3
L/kg, 12.6 h and 1800.4 mL/min/kg, respectively. The bioanalytical method was
suitable for the detection and quantification of LQFM018 from plasma rat. The
kinetic profile, extrapolated on allometric scaling, revealed a high value of t.,, high
Vd and long value of CLy, allowing understand that the studied prototype showed
good tissue distribution profile and was extensively eliminated.

Keywords: Nutlins. LQFMO018. Pre-clinical pharmacokinetics. LC-MS/MS.

Abstract xv



1 INTRODUGAO

O cancer é uma das doencas que mais causa temor na sociedade, por
ter se tornado um estigma de mortalidade e dor. Existem quase 200 tipos de
cancer que correspondem aos varios sistemas de células do corpo, possuindo
variedade de causas e histéria natural. Sua primeira definicAho como uma
doenca de mau prognostico foi feita por Hipdcrates, na Grécia, em 500 a.C.
(ALMEIDA et al., 2005; NETTO; SANTOS, 2010).

O tratamento contra o cancer consiste em trés abordagens principais:
excisdo cirlrgica, radioterapia e quimioterapia. O papel de cada uma delas
dependera do tipo de tumor e do estagio de seu desenvolvimento. A
guimioterapia pode ser utilizada como terapia propriamente ou como adjuvante
de outras formas de tratamento. Esses tratamentos podem provocar diversos
efeitos adversos, sendo agressivos aos pacientes (RANG et al., 2012).

A procura por novos farmacos com acao antitumoral e propriedades
menos agressivas se justifica pela necessidade de drogas mais seletivas para a
quimioterapia antineoplasica, visto que, além dos efeitos adversos causados
pelos tratamentos atuais, alguns tipos de cancer ainda ndo possuem terapia
farmacoldgica adequada (PAGNO, 2004; BUSKUHL, 2007).

Para a realizacdo de estudos envolvendo novos farmacos ha a

necessidade de se passar por duas etapas: a pré-clinica e a clinica. A etapa
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pré-clinica € realizada em modelos celulares e animais, enquanto a etapa
clinica é feita com seres humanos. A pesquisa pré-clinica deve gerar
informacBes que permitam justificar a realizacdo de pesquisas em seres
humanos (GOLDIM, 2007).

Os testes pré-clinicos, de maneira geral, avaliam parametros
farmacocinéticos, farmacolégicos e toxicolégicos, de forma a avaliar a
seguranca e a eficacia dos compostos candidatos a farmacos, por meio de
estudos realizados in vitro, in vivo, in silico e ex vivo. Sendo assim, 0S ensaios
pré-clinicos tanto podem propiciar a inovacao quanto interromper uma pesquisa
em andamento (DICKSON; GAGNON, 2004).

Os estudos farmacocinéticos de uma substancia quimica devem obter
informacdes sobre sua absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo, visando
auxiliar o estabelecimento de uma relacédo entre a concentracdao ou a dose do
farmaco com uma possivel toxicidade, além de auxiliar no entendimento do
mecanismo de tal ocorréncia (GOMES, 2011).

Em 2004, Vassilev e colaboradores identificaram, através de analises em
bibliotecas de produtos quimicos sintéticos, um grupo de moléculas que
possuiam atividade antitumoral in vitro e in vivo, denominando-as nutlins.

O mecanismo antitumoral desses compostos consiste em inibir a
interacdo entre duas proteinas envolvidas no cancer: a molécula MDM2 (murine
double minute protein) e a proteina p53 que tem atividade supressora tumoral
(VASSILEV et al.,, 2004; ZHANG et al., 2011). A proteina MDM2 atua
associando-se a molécula p53, impedindo a manifestacdo desta ultima e

promovendo sua posterior destruicdo (VAN MAERKEN et al., 2006). Em cerca
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de 50% dos tumores humanos ha superproducdo do inibidor MDM2 e
diminuicao da atividade da proteina p53 (SECCHIERO et al., 2008; PINOTTI et
al., 2011).

No ano de 2011, foi desenvolvida uma linha de pesquisa no Laboratoério
de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Goias (UFG) com o intuito de obter compostos com o
mesmo mecanismo de acdo dos nutlins, na qual, através da simplificacéo
molecular, conseguiu-se elaborar o desenho, a sintese e a avaliacao do perfil
antineoplasico de novos candidatos a prototipos de farmaco, obtidos a partir do
composto nutlin-3. As moléculas obtidas foram denominadas LQFMO018 e
LQFMO030.

As moléculas sintetizadas apresentaram atividade citotéxica contra a
linhagem celular leucémica K-562, por intermédio do método de reducéo do 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT), e menor
concentracdo inibitéria 50% (Clsg) em relacdo a outros protétipos em estudo
sendo considerados promissores agentes citotoxicos (CARVALHO, 2011;
COSTA, 2011).

Considerando os resultados farmacoldgicos iniciais, que revelaram a
acao benéfica dos prototipos LQFM018 e LQFMO030 para perfil de atividade
antineoplasica, e os estudos cinéticos em camundongos, ja realizados pelo
Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacolégicas (NEPET) da UFG,
entende-se que €& necessario continuar estes estudos visando o
estabelecimento de sua seguranca, toxicidade e perfil cinético de forma mais

precisa (CARVALHO, 2011; COSTA, 2011; LABRE, 2012; ZOGHAIB, 2013).
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Para tal, foi necessario o desenvolvimento e a validacdo de uma
metodologia bioanalitica, uma vez que a validacdo metodoldgica garante, por
meio de estudos experimentais, que o método bioanalitico atenda as exigéncias
das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados

(BRASIL, 2012).

Tendo-se em vista 0 exposto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o perfil farmacocinético e alométrico do protétipo de farmaco antitumoral
LQFMO018 com o intuito de determinar parametros farmacocinéticos em ratos,
via intraperitonial, utilizando-se, para tal, método desenvolvido e validado em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(LC-MS/MS).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer € uma doenca caracterizada pela multiplicacdo e propagacéo
descontroladas de formas anormais das préprias células corporais, ocorrendo
um desvio nos mecanismos de controle que regulam a sobrevida, proliferacéo e

diferenciacéo dessas células (RANG et al., 2012; KATZUNG, 2013).

O termo neoplasia significa novo crescimento. Os termos cancer,
neoplasia maligna e tumor maligno séo sindnimos e distinguem-se dos tumores
benignos pelas suas propriedades de desdiferenciacdo, poder de invasédo e
capacidade de causar metastase, ou seja, disseminar-se para outras partes do
corpo. E importante ressaltar ainda que tanto os tumores benignos quanto o0s

malignos exibem proliferacdo descontrolada (RANG et al., 2012).

A doenca constitui uma das principais causas de morte nos paises
desenvolvidos (RANG et al., 2012). Em 2005, o cancer foi a causa mais comum
de morte por doenca nos Estados Unidos, sendo responsavel por mais de
500.000 casos fatais (KATZUNG, 2013).

No Brasil, a estimativa para o0 ano de 2014, que seréa valida também para
o0 ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos

novos de cancer, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. Em

Revisédo de Literatura 20



2030, a carga global sera de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2
milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do
envelhecimento da populacdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e
das mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (INCA,
2014).

A incidéncia, distribuicdo geografica e comportamento dos diferentes
tipos de cancer estdo relacionados com multiplos fatores, como sexo, idade,
raca, predisposicdo genética e exposicdo a carcinégenos ambientais
(KATZUNG, 2013). A maioria dos casos (cerca de 80%) esta relacionada ao
meio ambiente, onde é encontrado um grande numero de fatores de risco.
Dentre os fatores ambientais, destacam-se 0s agentes quimicos (nitrito, alcool),
fisicos (radiacao ultravioleta — UV) e biologicos (Helicobacter pylori, papiloma
virus humano — HPV). As mudancas provocadas no meio ambiente pelo proprio
homem, os habitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar

os diferentes tipos de cancer (ALMEIDA et al., 2005).

Entretanto, € sabido que modificacbes em genes que controlam o
crescimento celular sédo a origem de todo cancer, sendo que estas podem ser
herdadas ou adquiridas ao longo da vida do individuo. O aparecimento dessas
caracteristicas anormais reflete padroes alterados de expressao génica nas
células cancerosas em decorréncia de mutacbes genéticas (LOPES et al.,
2002; PINTO, 2005; MARTINEZ et al., 2009).

Atualmente existem variadas abordagens para tratamento de cancer. As

trés principais sdo excisdo cirargica, irradiacdo e quimioterapia (RANG et al.,
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2012). No campo farmacoldgico, 0os agentes antineoplasicos ou quimioterapicos
antineoplasicos sdo medicamentos utilizados para destruir células malignas,
com a finalidade de inibir o crescimento e disseminacao de tumores (ALMEIDA,

2010).

2.2 Tratamentos contra o cancer

O céancer é reconhecido como entidade diagnéstica ha muitos anos,
entretanto, as primeiras observacdes de regressdo tumoral induzida por
farmacos datam do inicio da década de 1940, com as mostardas nitrogenadas.
Nos préoximos 50 anos, diversas tentativas de identificacdo em modelos
experimentais de substancias com atividade antitumoral foram realizadas
(SILVA, 2010).

Nas ultimas décadas, métodos de avaliacdo laboratorial e mecanismos
intercelulares e intracelulares de cancer trouxeram a luz informacfes sobre o
crescimento e a manutencao de células cancerosas. Etapas enzimaticas e vias
de estimulacdo especifica da célula maligna foram identificados, criando
inUmeras oportunidades de intervencao farmacologica (SILVA, 2010).

Os meétodos atuais de tratamento sdo capazes de obter a cura em cerca
de 33% dos pacientes através de modalidades locais, como cirurgia ou
radioterapia, que sdo muito efetivas quando o tumor ainda ndo sofreu
metastase. O diagnostico precoce pode resultar em maior taxa de cura com
estes tipos de tratamento local. A quimioterapia consegue curar apenas cerca

de 10 a 15% dos pacientes com cancer (KATZUNG, 2013).
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O tratamento quimioterapico constitui-se de farmacos que atuam na
destruicdo de células malignas, impedindo a formacado de um novo DNA (acido
desoxirribonucleico), bloqueando func¢des essenciais da célula ou induzindo a
apoptose. Os principais agentes quimioterapicos sao 0s agentes citotoxicos,
como 0s agentes alquilantes, os antibioticos citotoxicos, os antimetabolitos e os
derivados vegetais (Figura 1). Hormdnios e anticorpos monoclonais também
estdo incluidos nessa modalidade de tratamento (TARTARI et al., 2010; RANG

et al., 2012).

Figura 1. Farmacos utilizados no tratamento das doencas infecciosas e do cancer.
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O objetivo priméario da quimioterapia € destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos
atua de forma nao-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais,
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunologico. Isto explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e maior susceptibilidade
as infecgcbes (MURAD; KATZ, 1995; MACHADO, 2000; OLIVEIRA; ALVES,
2002).

A prética da quimioterapia do cancer pode ser curativa em certas
neoplasias que sofreram disseminacdo macroscépica ou microscépica por
ocasido do diagnostico. Ha um crescente niamero de canceres em que 0 uso da
guimioterapia associada a radioterapia, seguidas de cirurgia, pode aumentar o
indice de cura, incluindo o cancer de bexiga localmente avancado, cancer de
mama, cancer de esbfago, canceres de cabeca e pescoco e cancer retal
(KATZUNG, 2013).

A técnica cirargica consiste na remoc¢ao propriamente dita de tumores. A
radioterapia, geralmente raios gama, radiois6topos como cobalto-60, raios-X e
até protons e mésons pi negativos, é usada comumente em conjunto com a
cirurgia, com incremento da eficiéncia do tratamento. A radioterapia, mesmo
isoladamente, pode diminuir tumores grandes, sua recorréncia e a chance de
metastase, sendo uma metodologia antineoplasica muito usada (MURAD;
KATZ, 1995).

A técnica antineoplasica de fotorradiacdo é um importante avan¢co no

tratamento contra o cancer, pois permite a localizacao e a destruicdo com maior
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seletividade pelo uso de radiacéo especifica com fluorescéncia (A de 620-640
nm), para deteccéo e destruicdo de tumores com uso de fibras 6ticas. Todavia,
essa técnica possui a limitacdo de ser usada clinicamente apenas em tumores
superficiais (MACHADO, 2000).

Outro tipo de tratamento mais atual consiste na utilizacdo do estimulo das
proprias defesas do corpo pela imunoterapia, como o interferon a ou a
interleucina-2. Entretanto, apesar de promissora, a imunoterapia é ainda uma
técnica antineoplasica adjuvante, usada especialmente para destruir as células
cancerosas residuais apOs intervencdo cirdrgica ou outro tratamento

(MACHADO, 2000; ALMEIDA et al., 2005).

2.3 Pesquisa e desenvolvimento de farmacos antineoplasicos

Ha& mais de trés décadas, enormes esfor¢cos estdo sendo desprendidos
para desenvolver farmacos contra o cancer através de triagem empirica e

planejamento racional de novos compostos (KATZUNG, 2013).

A importancia da procura por novos farmacos com acdo antitumoral
consiste no fato de que ainda existem diversos tipos de tumores que néo
possuem tratamento ou séo resistentes aos farmacos existentes no mercado.
Existe ainda a necessidade de diminuir a agressividade dos tratamentos
existentes, como a quimioterapia e a radioterapia, que afetam principalmente o
sistema imunologico do paciente (NEVIN; VIJAYAMMAL, 2003). Dessa forma, a

pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos antitumorais tém sido bastante
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incentivados por 6rgdos fomentadores e pela indastria farmacéutica

(BUSKUHL, 2007).

Uma das primeiras etapas do desenvolvimento de um novo farmaco
consiste na descoberta ou sintese de uma potencial nova molécula e a busca
da compreensao de sua interacdo com alvos biolégicos apropriados. Além dos
estudos in vitro, os efeitos bioldgicos relevantes, metabolismo do farmaco,
perfis farmacocinéticos e avaliagdo de sua seguranca relativa, devem ser
caracterizados em animais, antes dos experimentos serem iniciados em seres
humanos (YUNES et al., 2001; KATZUNG, 2013).

Dessa forma, a descoberta de uma molécula promissora, com o potencial
de tornar-se medicamento, levara a experimentos para testar seus aspectos de
seguranca e eficacia. Estes testes séo realizados em espécies animais e sao
denominados ensaios pré-clinicos. Os estudos pré-clinicos duram, em média, 4
anos e podem gerar custos milionarios, sendo divididos, de uma maneira geral,
em farmacolégicos e toxicologicos. Os estudos farmacoldgicos abordam
aspectos funcionais ou farmacodinamicos e quantitativos ou farmacocinéticos
(SILVA, 2010).

E na fase farmacéutica que se observam os principais problemas
farmacotécnicos, tais como falta de solubilidade adequada, que pode
comprometer a dissolucdo, passo determinante na acdo do farmaco e
estreitamente ligado a biodisponibilidade. Outros problemas que podem ser

identificados nessa etapa consistem em falta de estabilidade das formulagbes e
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propriedades organolépticas indesejaveis das mesmas (CHIN; FERREIRA,

1999).

Os agentes promissores que apresentam caracteristicas aceitaveis
passam para estudos clinicos de fase I, no qual, os seus efeitos farmacologicos
e téxicos sdo avaliados, no caso de pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais, em pacientes com cancer

avancado (KATZUNG, 2013).

Os ensaios clinicos sado realizados em humanos e duram, em média, 6 a
8 anos, envolvendo custos superiores a 200 milhdes de dolares. Esses ensaios
se dividem em quatro fases: fase |, que avalia a seguranca e a faixa de
dosagem; fase Il, que visa estabelecer o nivel de eficacia do novo farmaco; fase
lll, na qual havera um aprofundamento acerca do estudo do perfil do farmaco; e
fase IV, que trata da farmacovigilancia (SILVA, 2010). O processo de pesquisa

por novos farmacos encontra-se ilustrado na figura 2.
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Figura 2. Processo de pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2006.

Atualmente, muitos candidatos a protétipos de farmaco para tratamento
de cancer encontram-se na fase de experimentos clinicos ou revisao pelo Food
and Drug Administration (FDA). Em 2011, foi divulgada uma lista com 887
candidatos a protétipos de farmacos, dos quais muitos contemplam alta
tecnologia para combater a doenca, enquanto outros envolvem pesquisas
inovadoras aplicadas ao melhoramento de medicamentos existentes

(CASTELLANI, 2011).

Em circunstancias ideais, os farmacos antineoplasicos devem erradicar
as células cancerosas sem danificar os tecidos normais. Contudo, ndo existem,

farmacos disponiveis totalmente desprovidos de toxicidade, o que exige, de seu
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uso clinico, que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade, buscando
um indice terapéutico favoravel (KATZUNG, 2013).

As classes de farmacos antintumorais recentemente desenvolvidas
incluem: inibidores da transducado de sinais, que atuam em vias de sinalizacéo
criticas, essenciais para o crescimento e proliferacdo das células; inibidores dos
microtubulos, dirigidos contra o aparelho do fuso mitético; agentes que induzem
ao processo de diferenciacdo, desenvolvidos para forcar as células
antineoplasicas a formar células de estagio terminal com diminuicdo acentuada
do potencial proliferativo; agentes antimetastaticos, destinados a reduzir o
potencial invasivo das células neoplasicas através de alteracbes nas
propriedades da superficie dessas células; agentes antiangiogénicos,
desenvolvidos para inibir a formacdo da vasculatura do tumor; agentes
radiossensibilizantes tumorais e radioprotetores de tecidos normais, que
objetivam aumentar a eficacia terapéutica da radioterapia; agentes
citoprotetores, desenvolvidos para proteger os tecidos normais dos efeitos
toxicos da quimioterapia; e, por fim, os agentes modificadores da resposta
bioldgica, que alteram as reacdes metabdlicas e imunoldgicas entre o tumor e 0

hospedeiro (KATZUNG, 2013).

2.4Nutlins: A proteina p53 como alvo potencial de farmacos antitumorais

Diversos genes encontram-se envolvidos no processo da carcinogénese,

particularmente os que regulam a estabilidade e o reparo do DNA, crescimento

celular, imunidade e quimio-resisténcia aos farmacos. Um importante grupo de
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genes envolvidos nesse processo sado aqueles denominados genes
supressores tumorais, 0s quais agem como reguladores da proliferacdo celular.
O gene p53 pertence a esse grupo e sua mutacdo ou inativacdo implica no
surgimento do cancer por levar a um aumento de uma populagédo celular com
maior instabilidade genética (HARRIS; HOLLSTEIN, 1993; YONISH-ROUACH,
1997).

Mutacbes do gene p53 sdo consideradas as alteracfes genéticas mais
frequentes nos tumores malignos humanos, ocorrendo em cerca de 60% das
neoplasias (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002; PINOTTI et al., 2011).

O gene supressor tumoral p53 encontra-se situado no braco curto do
cromossomo 17 e apresenta peso molecular de 20 Kb. O produto da transcri¢ao
desse gene é uma proteina nuclear de 53 kD, denominada proteina 53 ou
simplesmente p53, que € uma fosfoproteina nuclear constituida de 375
aminoacidos. A proteina p53 foi descrita pela primeira vez em 1979, sendo
inicialmente referida como proteina oncogénica. Somente em 1989, a proteina
foi descrita como gene supressor tumoral (HARRIS; HOLLSTEIN, 1993;
MOWAT, 1998; JAYRAMAN; PRIVES, 1999).

A p53 selvagem ou wild type é a forma funcionalmente ativa da proteina
e apresenta uma estrutura molecular tetramérica, ou seja, com quatro
subunidades basicas idénticas entre si. Essas subunidades sdo formadas por
guatro dominios que representam unidades funcionais distintas. O segmento da
regido amino-terminal € composto por 80 aminoacidos e esta relacionado com a
capacidade de transativacdo de outros genes. O dominio localizado entre os

aminoacidos 100 e 300 representa a parte central e € responsavel pela
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capacidade de ligacdo com a molécula de DNA. Na porcéo carboxi-terminal,
localizam-se o0s sitios de dimerizacdo, existindo ainda a regido de
tetramerizacdo das quatro unidades basicas da molécula p53. Essas quatro
subunidades da proteina p53 se juntam, constituindo a forma funcionalmente
ativa da molécula que possui vida média curta, sendo degradada em torno de 6
minutos, o que pode dificultar sua deteccdo (WOLKOWIC; ROTTER, 1997;
YONISH-ROUACH, 1997; MOWAT, 1998).

A funcéo basica da p53 é monitorar a integridade do genoma e impedir a
proliferacdo de células com DNA mutado. No caso de lesdo no DNA por
agentes fisicos tais como radiacdo ultravioleta, raios gama ou ainda, por
produtos quimicos mutagénicos, o gene p53 € ativado, levando a transcri¢do da
proteina p53. O acumulo dessa proteina no nucleo da célula inibe o ciclo
mitético no inicio da fase G1 e ativa a transcricdo de genes de reparo do DNA,
impedindo desta forma a propagacao do erro genético para as células filhas. No
entanto, se o reparo do DNA néo for efetuado de forma satisfatéria, a proteina
p53 dispara o0 mecanismo de morte celular programada denominado apoptose.
Devido a sua acao protetora do DNA, a p53 é denominada “guardia do genoma”
(LANE, 1992; PROKOCIMER; ROTTER, 1994; MORGAN; KASTAN, 1997;
ALMONG; ROTTER, 1998).

Apos realizado o reparo do DNA, a proteina p53 é degradada pela acao
de uma outra proteina denominada MDM2, produto do gene mouse double
minute 2 (mdm-2). Em células que apresentam inativacdo da proteina p53,
devido a mutacdes no gene p53, ndo ocorre a parada do ciclo celular

necessaria para o reparo do DNA ou ndo ocorre a ativacdo do mecanismo de
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apoptose. Essas células, geneticamente instaveis, tendem a acumular
mutacfes e rearranjos cromossOmicos adicionais, levando a uma rapida
proliferacéo de clones de células com DNA mutado e transformacgéo neoplasica
(ALMONG; ROTTER, 1998).

A proteina p53 pode sofrer perda de sua funcdo devido a fatores como
alteracdo genética, interacdo da proteina p53 com proteinas virais, como a
EBNA5 do virus Epstein Barr, ou interacdo da proteina p53 com outras
proteinas regulatérias do ciclo celular, como a proteina MDM2 (SOUSSI, 2000).

A proteina MDM2 é o principal regulador negativo da atividade e
estabilidade da p53. A p53 ativa a expressdao da MDM2 que, em resposta, a
reprime, através da sua ligacdo ao seu dominio de transativagcdo. A MDM2
promove a regulacdo da p53 através de trés mecanismos: blogueio de sua
capacidade de ativar transcricdo; age como uma ubiquitina ligase e promove
sua degradacdo; e favorece seu transporte para fora do nucleo (MOMAND,
2000). Em cerca de 50% dos tumores humanos ha superproducdo do inibidor
MDMZ2 e diminui¢do da atividade da proteina p53 (PINOTTI et al., 2011).

Dessa forma, a ativacéo da via da p53 através da inibicdo da MDM2 vem
sendo proposta como uma nova alternativa terapéutica antitumoral, uma vez
gue diversos estudos tém demonstrado que a ruptura da interagcdo p53-MDM2
por diferentes abordagens macromoleculares ou pela supressdo da expresséo
da MDM2 pode levar a ativacdo da p53 e inibicdo do crescimento do tumor
(ZHANG; WANG, 2003; ANDREOTTI et al., 2011; NAG et al., 2013).

Essas descobertas tém levado a estudos de diversos potenciais agentes

antitumorais que atuem na interacao p53-MDM2, tais como os nutlins, o oxindol
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e o0 quinolinol, cuja eficacia ainda deve ser determinada (DESILET et al., 2010).
Além disso, as drogas genotoxicas, doxorrubicina (antibiotico da familia das
antraciclinas) e fosfato de etoposido (inibidor da enzima topoisomerase Il) foram
analisadas demonstrando induzir o acumulo de p53 ativa (PIMENTA et al.,
2013). Dentre os compostos citados, os nutlins tém recebido maior atencéo por
parte dos pesquisadores por conta de sua potente e especifica atividade
inibitoria da interacdo p53-MDM2 (VASSILEV et al., 2004).

Os nutlins (Figura 3) sdo analogos da cis-imidazolina, constituindo
compostos centrados em um heterociclo contendo nitrogénio que possuem a
capacidade de deslocar a proteina p53 do seu complexo com a MDM2 com
valores ICsy que variam na faixa de 100 nM a 300 nM. Teoricamente, eles se
ligam ao dominio hidrofébico do MDMZ2, deslocando a proteina p53. A
vizualizacdo dessa ligacdo foi possivel com o0 uso de analises cristalograficas
da estrutura tridimensional do processo. Os nutlins mimetizam a regido de
ligacdo helicoidal da p53, interagindo com a fenda hidrofébica da MDM2.
Verificou-se que os nutlins sdo capazes de bloguear a ligacgdo MDM2—p53,
conduzindo a apoptose e inibicdo do crescimento de xenotransplantes tumorais
humanos em camundongos nude (VASSILEV et al., 2004; SHANGARY; WANG,

2009).
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Figura 3. Férmulas estruturais dos analogos de nutlin.
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Fonte: VASSILEV et al., 2004.

Portanto, os nutlins agem como antagonistas potentes e seletivos da
MDM2, que ativam a via p53, ocasionando a interrupcéo do ciclo celular e
levando a apoptose em células cancerosas que possuem o tipo selvagem do
gene p53. Dessa forma, os nutlins, por proporcionarem a restauracéo da funcéo
do gene p53, possuem um potencial uso terapéutico excelente nos casos de
tumores que retém o tipo selvagem da proteina p53, particularmente onde a
atividade de MDM2 estiver aumentada inadequadamente (VAN MAERKEN et

al., 2006).

Como descrito por Vassilev et al., (2004), existem trés analogos
estruturais do nutlin. O nutlin-3 apresenta dois enantibmeros, dos quais, apenas
um, o chamado enantidmero-a, possui atividade de interagdo potente, ao passo
gue o enantibmero-b possui atividade 150 vezes menor. O composto nutlin-3a
revelou-se eficaz contra uma variedade de tumores, como neuroblastoma,
linfoma, rabdiomiossarcoma e leucemia linfoblastica aguda. Estudos de
alteracdes em sua estrutura molecular tendem a obter novos compostos com

diferentes caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas (VAN
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MAERKEN et al., 2006; GU et al., 2008; MIYACHI et al., 2009; TABE et al.,

2009).

2.5LQFMO018

Embora os nutlins apresentem comprovada acdo na inibicdo da ligacao
das proteinas p53 e MDMZ2, resultando em atividade antitumoral, esses
compostos sdo moléculas grandes e muito lipossoluveis (LogP = 5,43),
apresentando diversos grupamentos susceptiveis de sofrer reacbes

metabolicas (CARVALHO, 2011; MENEGATTI, 2011; CHEMBL, 2015).

Dessa forma, o Laboratorio de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM)
da Faculdade de Farmécia da UFG investiu em estudos de simplificacdo
molecular destes compostos visando a obtencédo de moléculas com mecanismo
de acdo semelhante, atingindo resultados promissores quanto ao novo desenho
molecular, as reagbes de sintese e 0 mecanismo antineoplasico. Desta
pesquisa, originaram-se novos candidatos a protétipos de farmaco, derivados
do prototipo nutlin-3, o LQFMO018 ((4-[1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-ilmetil]-
piperazin-1-acido etil éster carboxilico) (Figura 4) e o LQFMO030 (1-(4-((1-(4-
clorofenil)-1H-pirazol-4-il)metil)piperazin-1-il)etanone) (Figura 5) (CARVALHO,

2011).
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Figura 4. Estrutura molecular do LQFMO018.
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Fonte: CARVALHO, 2011.

Figura 5. Estrutura molecular do LQFMO030.

Fonte: CARVALHO, 2011.

Para a sintese do LQFMO018 e do LQFMO030 foi empregada uma
metodologia com poucas etapas de sintese e bom rendimento quimico. Além
disso, suas obtencbes foram planejadas por meio de sinteses convergentes,
demonstradas em relatério de requerimento de patentes (CARVALHO, 2011,

MENEGATTI, 2011).
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Estudos prévios demonstraram que o LQFM018 e o LQFMO030
apresentaram excelentes perfis citotoxicos, aumento de sobrevida e efeitos
estatisticamente significativos identificados sobre o ciclo celular das células K-
562, andlises feitas através do método de exclusdo do azul de tripano e método

do MTT (COSTA, 2011; MENEGATTI, 2011).

O mecanismo antitumoral do composto LQFMO018 decorre principalmente
de necrose, embora ocorra também apoptose celular (COSTA, 2011). O
grupamento piperazina presente no LQFM018 pode ser o responsavel por sua
acdo antitumoral. Algumas atividades desse composto heterociclico
demonstram que ele pode agir em varios alvos farmacologicos. Exemplos
dessas atividades sdo: a presenca do nucleo piperazinico em uma ampla
cadeia de compostos biolégicos ativos anti-cancer; o fato de poder atuar
bloqueando canais de calcio; e ainda o fato de funcionar como antagonista da

histamina (GILLARD et al., 2002; GUO et al., 2004; KUMAR et al., 2009).

Diversos estudos com substancias sintéticas contento o grupamento
piperazina vém sendo desenvolvidos, a fim de comprovar sua atividade
antitumoral. Chakrapani e colaboradores (2008) avaliaram a atividade
antitumoral de analogos homopiperazinicos concluindo que esses compostos
possuiam atividade contra células cancerosas. Estudo realizado por
Nandurkikar e colaboradores (2009) também avaliou a atividade antitumoral da
piperazina e analogos homopiperazinicos, assim como estudo similar realizado
por Gillet e colaboradores (1998), todos comprovaram a acao antineoplasica do

grupamento quimico. Comprovada a atividade farmacoldgica anticancer da
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piperazina e partindo-se do conhecimento de que o composto LQFM018
apresenta essa subunidade (Figura 6) em sua estrutura quimica, o anel
piperazinico pode ser apontado como 0 possivel responsavel pela acéo

antitumoral do LQFMO018.

Figura 6. Estrutura molecular do LQFM018 com o anel de piperazina em destaque.

O

Cl

Fonte: CARVALHO, 2011 (adaptacao).

O LQFMO018 promove diminuicdo da geracdo de espécies reativas de
oxigénio e do potencial de membrana mitocondrial das células tumorais. O I1Csg
do composto é de 0,07652 mM. Testes de toxicidade oral aguda classificaram o
composto como sendo de baixa toxicidade, com DLsy de 2.500 mg/kg (COSTA,
2011). Além disso, a molécula possui carater lipofilico, logP = 2,48

(CARVALHO, 2011).

Embora compostos antitumorais, assim como o LQFM018 e o LQFM030

sejam alvos de grande interesse pela industria farmacéutica, ainda ndo existem

Revisédo de Literatura 38



uma disponibilidade razoavel de dados na literatura sobre os perfis

farmacocinéticos destes agentes.

Estudos em animais auxiliam a compreensdo das acdes de novos
protétipos a candidatos a farmacos, como o LQFMO018, permitindo estabelecer
seu perfil farmacocinético e com ele sua seguranca e toxicidade. O
conhecimento dos parametros farmacocinéticos basicos e o potencial de
acumulo em tecidos e 6rgdos da substancia testada contribui com estudos de
toxicidade, na avaliacdo da adequacado e da sua relevancia, possibilitando uma

extrapolacdo para o risco e/ou avaliacdo de risco em humanos (GOMES, 2011).

2.6 Farmacocinética pré-clinica

A farmacocinética estuda quantitativamente a cronologia dos processos
de administracdo, absorcao, distribuicdo, biotransformacdo ou metabolismo e
excrecao dos farmacos (Figura 7), elucidando o movimento do farmaco através
do organismo. Estudos farmacocinéticos permitem a melhor compreenséao da
acdo de um farmaco no organismo, uma vez que a intensidade e duragédo dos
efeitos terapéuticos dos farmacos dependem de sua absorcdo, distribuicéo,

metabolismo e excrecao (LIN, 1998; SILVA, 2010; FAN; LANNOY, 2014).
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Figura 7. Absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecao dos farmacos.
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Fonte: GOLAN et al., 2012. 29p.

Segundo Hodgson (2001), ndo importa quao ativa seja uma entidade
qguimica, ela ndo podera se tornar um farmaco se nao apresentar propriedades
absortivas adequadas, se distribuir para os locais corretos do organismo, nao
ser metabolizada de uma forma que perca instantaneamente sua atividade e
ser eliminada de forma adequada. Sendo assim, a avaliacdo das propriedades
de um composto sem o conhecimento das propriedades farmacocinéticas,

mesmo em um nivel rudimentar, seria inutil (FAN; LANNOY, 2014).

7

Uma importante aplicacdo pratica da farmacocinética é a pesquisa de
aspectos da farmacocinética clinica de medicamentos novos, como, por
exemplo, a meia-vida, clearance renal, volume aparente de distribuicéo,
alteracdes de biodisponibilidade, dentre outros (LIN, 1998; SILVA, 2010). No

desenvolvimento de um novo farmaco, o estudo farmacocinético é de suma
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importancia, sendo responsavel por 60% das falhas encontradas na fase clinica

(HAMSA et al., 2013).

A abordagem classica para a determinagcdo dos parametros
farmacocinéticos consiste na obtencdo de amostras sanguineas ou
plasmaticas, com posterior analise, a fim de determinar as concentracdes do
farmaco em relacdo a curva de tempo (GOMES, 2011; FAN; LANNOY, 2014).
Os dois parametros basicos sdo a depuracdo, que é avaliada pela medida da
capacidade do organismo de eliminar o farmaco, e o volume de distribuicéo,
gue representa a medida do espaco aparente no organismo capaz de conter o

farmaco (ZHANG et al., 2011; KATZUNG, 2013).

No estudo da absorcao de farmacos, diversos itens devem ser analisados.
Fatores como as propriedades das moléculas do farmaco, os locais de
absorcdo, assim como as vias de administracdo podem interferir em sua
absorcdo. A distribuicdo e a excrecdo do farmaco sdo igualmente influenciados
por esses fatores. Consequentemente, nem todo farmaco que é administrado
torna-se disponivel para uso pelo organismo. Dessa forma, a biodisponibilidade
indica a porcao do farmaco que atinge a circulacdo geral na forma inalterada,
apos a administracdo (SILVA, 2010; FAN; LANNOY, 2014).

Estudos farmacocinéticos também elucidam a concentragéo vs tempo de
coleta, buscando parametros como a concentracdo plasmatica maxima do
farmaco (Cnax); 0 tempo de concentragcdo maxima do farmaco (tmax); € a area

situada sob a curva de concentracdo sanguinea versus tempo (ASC) que é a
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medida fiel da quantidade de farmaco que penetra na circulacdo sistémica

(SILVA, 2010).

O parametro da meia-vida farmacologica (t,,) indica o tempo necessario
para que um determinado valor de concentracdo plasmatica de um farmaco se
reduza a metade, além de revelar dados importantes utilizados nas
interpretacdes de seus efeitos terapéuticos ou téxicos, assim como a duracéo

destes e do adequado regime posolégico (SCHELLACK, 2006; SILVA, 2010).

Em seu processo de distribuicdo, o farmaco é transportado pelo sangue
e outros fluidos a todos os tecidos do corpo. O volume aparente de distribuicdo
(Vd) é o parametro que relaciona-se com esse processo e representa o volume
no qual uma dose especifica do farmaco deve ser solubilizada, visando atingir a

mesma concentracao plasmatica (SCHELLACK, 2006).

O clearance constitui o parametro farmacocinético que representa o
indice de eliminacdo originaria do compartimento central, ou seja, o sangue, e
depende da constante de eliminagéo (Ke). Sendo assim, o clearance representa
a remocdo completa de determinado soluto ou substancia de um volume

especifico do sangue em determinada unidade de tempo (SILVA, 2010).

7

O clearance € inversamente proporcional ao t;, e diretamente
proporcional ao Vd. Para qualquer valor de Vd, quanto maior for o clearance do
farmaco, maior sera sua eliminacao; para qualquer valor da ti», quanto maior o

Vd, maior o clearance do farmaco (SILVA, 2010; FAN; LANNOY, 2014).
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Entretanto, o estudo de perfil farmacocinético de prototipos ou farmacos,
necessita de ferramentas analiticas adequadas a quantificacdo do farmaco ou

de metabdlitos em material biologico (FAN; LANNOY, 2014).

2.7 Validacao de metodologias bioanaliticas

Dentre os métodos de determinacéo das concentracdes de farmacos nos
fluidos corporais, um dos mais utilizados sdo os métodos cromatogréaficos,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Esse método apresenta
como vantagens sua alta sensibilidade e ampla aplicabilidade a diversas
substancias de interesse nos varios campos da ciéncia. Além disso, apresenta
maior rapidez e simplicidade no preparo das amostras com menor custo em

relacdo a cromatografia gas-liquido (SKOOG et al., 2002).

A separacdo cromatografica observada na cromatografia se baseia na
migracao diferencial dos componentes de uma mistura por diferentes interacdes
entre as fases movel e estacionaria. Essas interacdes tornam diferentes as
velocidades de corrida dos componentes da mistura, formando seus respectivos
picos cromatograficos identificados pelos detectores, de diversos tipos e
especificidades. Dentre os detectores mais utilizados, pode-se citar o de
espectro de massa - MS, ultravioleta visivel — UV-Vis, indice de refragdo e UV

com detector de arranjo de diodos — DAD (CASS; DEGANI, 2001).
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A Resolucdo RDC n° 27 de 2012 preconiza que para moléculas passiveis
de andlise por métodos cromatograficos, estes devem ser a primeira escolha.
Esta RDC, que revogou a parte referente a validacdo de métodos bioanaliticos
da RE n° 899 de 2003, possui como objetivo geral estabelecer os requisitos
minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos
para registro e pos-registro de medicamentos no Brasil, servindo como guia

oficial para validacGes de metodologias analiticas (BRASIL, 2012).

Antes da implementacdo de um método bioanalitico, deve ser realizada
sua validacdo, esta deve conter ensaios que contemplem os parametros de
precisdo, exatiddo, curva de calibracdo, efeito residual, efeito matriz,
seletividade e estabilidade, conforme as caracteristicas e especificacdes de

cada ensaio, como descrito a seguir (BRASIL, 2012).

7

A curva de calibragcdo é construida para constatar a relacdo entre a
resposta do instrumento e a concentracdo conhecida do analito. Na curva de
calibracdo, 75% dos padrbes de calibracdo devem estar aprovados, incluindo o
limite inferior de quantificacdo (LIQ) e o limite superior de quantificacdo (LSQ)
para serem utilizados na determinacédo da equacao. O coeficiente de correlacédo
sera aceito se for igual ou maior do que 0,98 (BRASIL, 2012).

A andlise da precisdo indica a proximidade dos resultados obtidos por
repetidas afericbes de multiplas aliguotas de uma Unica fonte de matriz, ao
passo que a exatidao indica a concordancia entre o resultado de um ensaio e

seu valor de referéncia. As variacdes desses ensaios ndo devem exceder 20%
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e 15% para o limite inferior de quantificacdo e para os demais controles,
respectivamente (BRASIL, 2012).

A capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito e padrao
interno na presenca de outros componentes da amostra representa a
seletividade. A seletividade da técnica bioanalitica deve ser capaz de evitar que
picos cromatograficos interferentes nos tempos de retencdo dos analitos e
padrao interno, caso ocorram, ndo excedam em mais de 20% para os analitos e
5% para o padrao interno (BRASIL, 2012).

O efeito matriz consiste no efeito de componentes da matriz biolégica
sobre a resposta do analito ou do padréo interno. O coeficiente de variacao

obtido através do ensaio ndo deve ultrapassar 15% (BRASIL, 2012).

A andlise do efeito residual tem por finalidade detectar qualgquer aumento
de sinal do analito ou padréo interno causado por contaminagao proveniente de
amostras analisadas anteriormente. A técnica bioanalitica deve ser capaz de
evitar que picos cromatograficos interferentes e provenientes de injecdes
anteriores, e que tenham tempos de retencdo semellhantes aos tempos de
retencdo dos analitos e do padréo interno ndo excedam em mais de 20% para
os analitos e 5% para o padrao interno (BRASIL, 2012).

A recuperacdo consiste na eficiéncia de extracdo de um método
analitico, dentro de um limite de variagcdo. Valores proximos a 100% sé&o
desejados, porém admite-se valores menores, desde que a recuperacao seja

precisa e exata. O ensaio de recuperacado esta contido apenas na RE 899 de

Revisédo de Literatura 45



2003 (BRASIL, 2003), cujo conteudo referente a validacdo bioanalitica foi

revogada pela vigente RDC 27 de 2012 (BRASIL, 2012).

Por fim, o estudo de estabilidade visa determinar se a concentracdo de
um analito se mantém dentro de limites estabelecidos, numa dada matriz, sob

condicOes especificas (BRASIL, 2012).

Estudos in vivo, antecedidos por suas respectivas validacbes
bioanaliticas, sdo necessarios para compreender as acées de novos candidatos
a protétipos de farmacos, visando o estabelecimento de sua seguranca e perfil

farmacocinético.

Tendo em vista o potencial terapéutico do candidato a protétipo de
farmaco antitumoral LQFMO018, estudos acerca de seus parametros iniciais de
caracterizacdo cinética se fazem necessarios, visando a elucidacdo de novas
perspectivas e descobertas de possivel aplicacdo antineoplasica, inclusive em
humanos, o que exige conhecimento de pesquisa translacional, especialmente
visando extrapolar os parametros farmacocinéticos de animais para humanos,

com base em escalas alométricas (BARBOSA, 2007; FAN; LANNOY, 2014).

2.8 Alometria e escalas alométricas

Os animais séo distintos entre si, possuindo formas corporais e
tamanhos diferentes, o que lhes confere ajustes em suas estruturas e funcdes

para compensar as mudancas fisicas, geométricas e biologicas. O ramo da
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biologia que se preocupa com essas mudancas de escala denomina-se
alometria (alo = diferente; metria = medida) (BARBOSA, 2007).

Escala farmacocinética €é a disciplina que prediz parametros
farmacocinéticos em humanos baseados em dados obtidos a partir de outra
espécie. A escala alométrica fundamenta-se nas diferencas de tamanho
corporal, sem a necessidade de examinar seus mecanismos subjacentes,
admitindo-se, portanto, que ha similaridades anatbmicas, fisiolégicas e
bioquimicas entre alguns animais, as quais podem ser descritas por modelos
matematicos (MORDENTI, 1985; LIN, 1998). Esta bem estabelecido que muitos
processos fisioldgicos e tamanho de érgdos exibem intensa relacdo com o peso
corporal das espécies, e essa relacdo é a base cientifica das escalas
alométricas (CHAPPELL; MORDENTI, 1991).

Huxley (1936) introduziu a biologia a equacéo alométrica (Equacéo 1):
¥=a.WP? Equacéo 1

Onde Y é a variavel biolégica a ser mensurada; W é o peso corporal do
animal ou outra medida de tamanho, como area superficial; e “a” e “b” séo
constantes, o coeficiente e 0 expoente alométrico, respectivamente. Quando o
parametro farmacocinético € avaliado em apenas uma espécie, a equagao 2

pode ser utilizada para estimar este parametro em humanos (BOXENBAUM,

1980; GUNTHER; MORGADO, 2003; FAN; LANNOY, 2014).

b
W ~
Fi!'!ﬂ‘mﬂﬁ = Fnﬁ[-mu[ . ( human ) Equa(;ao 2

Wﬂﬁ.[ﬂm:
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Onde Y representa o valor do parametro farmacocinético e W é o peso
corporal. O valor do expoente b € uma constante e esta relacionado ao tipo de
parametro a ser mensurado: 0,25 (para tempo de meia-vida); 1,0 (para volume
de distribuicdo); e 0,75 (clearance renal e hepatico) (JANG et al., 2001; FAN;
LANNOY, 2014). O clearance, o volume de distribuicdo e o tempo de meia-vida
sdo os trés parametros farmacocinéticos mais frequentemente extrapolados

(MAHMOOD, 2007; FAN; LANNQY, 2014).

A estimativa de valores encontrados em estudos farmacocinéticos em
animais para seres humanos adultos € realizada com a finalidade de se ter uma
melhor nocdo da realidade dos parametros encontrados, uma vez que €
evidente que os eventos fisioldgicos relacionados a absorcéo, distribuicdo, acdo
e eliminacdo de drogas no organismo de animais menores sejam diferentes
daqueles observados nos animais maiores (PACHALY; BRITO, 2000).

Nesse contexto, entra o0 método de extrapolacdo alométrica interespécie
gue compara matematicamente animais de massas diferentes, colocando-os
dentro do mesmo padrdo numérico. A comparacdo alométrica permite que
sejam calculadas doses e frequéncias de administracdo de medicamentos para
individuos diferentes daqueles para os quais ja se realizaram estudos
farmacocinéticos, com base em suas necessidades energéticas (FREITAS;
CARREGARO, 2013).

Dessa forma, a extrapolagdo de dados em animais para predizer
pardmetros farmacocinéticos em humanos se tornou uma importante

ferramenta no processo de desenvolvimento de farmacos, tendo se tornado o
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método de escolha para extrapolacdo interespécies. Essa extrapolacdo é (util
ainda para selecionar a primeira dose em humanos baseada nos parametros

farmacocinéticos estimados (BOXENBAUM; DILEA, 1995; SHARMA; McNEIL,

2009; MAHMOOQOD, 2007).
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3 OBJETIVO

Determinar o perfil farmacocinético e alométrico do candidato a prototipo de
farmaco antitumoral LQFMO018 em ratos, via intraperitonial, através de
metodologia desenvolvida e validada em LC-MS/MS e avaliar esses valores

extrapolados para humanos através de escala alométrica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos gerais

O estudo é do tipo experimental, analitico e quantitativo, e foi realizado
no laboratério do Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacologicas da
UFG — NEPET-UFG, no biotério da Faculdade de Farméacia da UFG e no

Instituto de Ciéncias Farmacéuticas de Estudos e Pesquisas, ICF S/A Ltda.

4.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
UFG (CEUA/UFG), protocolo n® 042/2013.

Os procedimentos envolvendo o manejo e cuidados com 0s animais
foram realizados segundo preceitos legais estabelecidos pela “Lei Arouca”, Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VII do § 1° do art.
225 da Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico

de animais (BRASIL, 2008).
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4.3 Materiais

4.3.1 Reagentes e animais

Para a realizacdo dos procedimentos do estudo, foram utilizados os
seguintes reagentes: propilenoglicol PA (Synth Labsynth Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil); etanol PA (Tedia Brazil Produtos para Laboratoérios Ltda, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil); metanol, grau HPLC (J. T. BAKER, Avantor Performance Materiais,
S.A., México); MTBE (éter metil-terc-butil) grau HPLC/Espectro (Tedia Brazil
Produtos para Laboratoérios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); acido formico PA
(Scharlau, Scharlab S. L., Espanha); hidroxido de sédio PA (Scharlau, Scharlab
S. L., Espanha); acetato de amoénio PA (J. T. BAKER, Avantor Performance
Materiais, S.A., México); agua ultrapura, obtida do sistema Milli-Q (Millipore)
utilizando o ultrapurificador de agua Direct-Q Millipore (Sdo Paulo, SP, Brasil);
LQFMO018, sintetizado pelo Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal da

UFG; e domperidona CRS Farmacopeia Europeia, utilizada com padréo interno
(PI).

Os animais utilizados para experimentacao foram ratas saudaveis, com
peso médio de 197 g, idade aproximada de doze (12) semanas, provenientes

do Biotério Central da UFG, em Goiania, GO.
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4.3.2 Equipamentos

Para a realizacdo dos procedimentos foram utilizados: Balanca Micro-
Analitica AUW 220D (Shimadzu®), agitador de tubos vértex Gomixer (MX-S®),
concentrador de amostras (Tecnal® TE-019), lavadora ultrassonica ultraclear
(UNIQUE®), Centrifuga LS-3 Plus (CELM®) e microcentrifuga Centrifuge 5424

(Eppendorf®).

4.4 Anéalise instrumental

4.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As analises quantitativas do LQFMO018 em plasma de ratos foram
realizadas por meio de HPLC Agilent Technologies 1200 series, equipado com
Espectrémetro de Massas - Tandem, Applied Biosystems MDS Sciex APl 3200

Triplo Quadrupolo (MS/MS) (Figura 8).
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Figura 8. Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado ao espectrémetro de massas
utilizado para as analises do LQFM018.

Fonte: Acervo pessoal, ICF, 2014.

Para a andlise instrumental, utilizou-se coluna ACE® C18 (100 mm x 4,6
mm, tamanho de particula 5um) (Advanced Chromatography
TechnologiesLtda., Aberdeen, Scotland), em temperatura de 40°C. A fase
movel utilizada foi tampéo acetato de amoénio 2 mM com acido férmico 0,025%
e metanol (50:50), sob fluxo de 1,2 mL/min, com volume de injecdo de 3L,
utiizando domperidona como padrdao interno (Pl) e deteccdo com
espectrometro de massas Applied Biosystems MDS Sciex API 3200 Triplo
quadrupolo (MS/MS). O método bioanalitico de quantificacdo do analito foi
desenvolvido e validado segundo a Resolugdo RDC n° 27 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, publicada em 17 de maio de 2012 (BRASIL,
2012). Avaliou-se a linearidade/curva de calibracdo, exatiddo e precisdes inter e

intradia, recuperacao, seletividade, efeito matriz, efeito residual e estabilidade.

Materiais e Métodos 54



4.4.2 Preparo da solucdo padrao do LQFMO018 e solugbes reagentes

Pesou-se 25 mg do composto LQFMO018, que foi dissolvido e
homogeneizado em metanol 50%, grau HPLC, em baldo volumétrico de 10 mL,
fornecendo uma solucdo de 2500 pg/mL. Depois foi retirada uma aliquota de 2
mL desta solucdo e transferida para baldo volumétrico de 10 mL, completado o
volume com metanol 50% e homogeneizado, obtendo-se a solucéo primaria de
500 pug/mL. A partir desta solucéo estoque, preparou-se as solugdes de trabalho

gue foram utilizadas para contaminacdo das amostras de plasma.

A fase movel (metanol - acetato de amdénio 2 mM com acido férmico
0,025% v/v) foi preparada da seguinte maneira: em proveta de 1000 mL
contendo 500 mL de &gua ultrapura adicionou-se 77,08 mg de acetato de
amoénio e 125 pL de acido férmico. Homogeneizou-se e adicionou-se 500 mL

de metanol. Homogeneizou-se e sonificou-se por 10 min.

Preparo da solucao de hidroxido de sédio 0,01 M: transferiu-se 40 mg
de hidroxido de sodio PA para baldo volumétrico de 100 mL, solubilizou-se e

avolumou-se com agua ultrapura. Homogeneizou-se e sonificou-se por 5 min.

Preparo da solucdo de metanol 50% (v/v): em proveta de 1000 mL
contendo 500 mL de agua ultrapura, adicionou-se 500 mL de metanol.
Homogeneizou-se e sonificou-se por 10 min. Para o preparo da solucdo de
lavagem de agulha metanol 50% (v/v) com 0,1% de acido férmico utilizou-se

proveta de 1000 mL contendo 500 mL de agua ultrapura, adicionou-se 500 mL
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de metanol e 1 mL de acido férmico. Homogeneizou-se e sonificou-se por 10

min.

4.4.3 Padrao interno

Como padréo interno utiliza-se, em geral, is6topo estavel do farmaco a fim
de que sejam minimizados possiveis efeitos de matriz do plasma. Entretanto,
para 0 analito LQFMO018 nado foi possivel encontrar isétopos disponiveis
comercialmente, optando-se por testar 0s seguintes compostos disponiveis:
alprazolam, citalopram, diazepam, domperidona, haloperidol, paroxetina e
propranolol, escolhidos com base em seu comportamento cromatografico e no
percentual de recuperacdo em plasma. Elegendo-se ao final dos testes, a
domperidona como padréo interno.

Para o prepado da solucdo padrédo de domperidona, foram solubilizados 5
mg de padrao domperidona CRS (Farmacopéia Européia) em metanol 50% em
um volume final de 100 mL para obter concentracdo de 50 pg/mL (solucdo de

trabalho).

4.4.4 Extracéo liquido-liquido do LQFM018 da matriz biologica

As amostras de plasma coletadas dos animais foram retiradas do freezer,
descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas por 5 min a uma

velocidade de 3000 rpm.
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Utilizando-se eppendorfs identificados, adicionou-se a cada um deles 125
uL de plasma, 25 pL de padréo interno (domperidona 50.000 ng/mL), 25 L de
hidroxido de sodio 0,01 M, 1000 uL de MTBE. Agitou-se em mesa agitadora por

1 min a temperatura ambiente.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm a
temperatura ambiente. Transferiu-se 500 pL para tubo limpo e secou-se com 10
Ibf/pol a uma temperatura de 50°C. As amostras foram ressuspensas com 1000
uL de metanol 50% e agitadas em agitador (vortex) por 1 min na velocidade
maxima. Por fim, as amostras foram transferidas para vials identificados que,
por sua vez, foram conduzidos para o rack do auto injetor do cromatografo. A
sequéncia dos procedimentos descritos esta apresentada nas etapas de 1 a 6

na figura 9.

Materiais e Métodos 57



Figura 9. Fluxograma mostrando as etapas realizadas na extragédo liquido-liquido do LQFMO018
a partir da matriz bioldgica.

Fonte: Acervo pessoal, ICF, 2014.

4.5 Validagao bioanalitica

4.5.1 Definicdo das concentracdes das amostras de controle de qualidade (CQ)

em plasma

As concentragfes das amostras de controle de qualidade em plasma

foram definidas da seguinte forma (BRASIL, 2012):
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e LIQ - Concetracdo do LIQ: 10 ng/mL;

e CQB - Igual (ou menor) a trés vezes o valor do LIQ: 30 ng/mL;

e CQM — Aproximadamente a média entre LIQ e LSQ: 7.500 ng/mL,;

e CQA-75a85% do LSQ: 12.000 ng/mL;

e CQD — Duas vezes o valor do CQA: 24.000 ng/mL.

O limite inferior de quantificacdo foi definido considerando-se a
sensibilidade, a seletividade, a precisédo, a exatiddo e a auséncia de efeito da
matriz biologica. A resposta do pico cromatografico do analito no LIQ deve ser
identificavel e reprodutivel com precisdo de no maximo 20% e exatidao entre 80
a 120% em relacdo a concentracdo nominal do padréo, através da analise de

seis replicatas de padrbées (BRASIL, 2012).

4.5.2 Linearidade/curva de calibracao

Para determinacdo da curva de calibracdo foram analisadas amostras
extraidas da matriz biolégica, sendo duas amostras branco (matriz isenta de
padrdo do analito e do padréo interno), duas amostras zero (matriz isenta de
padrao do analito) e oito amostras de concentracdes diferentes (10, 30, 250,
2.500, 5.000, 7.500, 12.000 e 15.000 ng/mL) em duplicata. Essas

concentragdes foram definidas levando-se em consideragédo a sensibilidade da
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técnica bioanalitica e a faixa prevista das concentracdes das amostras a serem

determinadas.

4.5.3 Precisao e exatidao intraensaio e interensaio

Para realizacdo dessa analise, cinco concentracdes distintas, LIQ (10
ng/mL), CQB (30 ng/mL), CQM (7.500 ng/mL), CQA (12.000 ng/mL) e CQD
(24.000 ng/mL) foram analisadas em seis simplicatas. A precisdo e a exatidao
foram determinadas em um mesmo ensaio (precisdo e exatiddo intraensaio) e
em ensaios diferentes (precisdo e exatiddo interensaio). Os ensaios foram
realizados em triplicatas.

A precisao foi expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente

de variacdo (CV%), segundo a equacéo 3.

oV = Desvio padrio x 100 Equacéo 3
"~ Concentracio média experimental

A exatidao foi expressa pelo Erro Padrao Relativo (EPR), segundo a

equacgao 4:

Concentracio média experimental — Valor nominal) x 100 Equacéo 4

EPR =
Valor nominal
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4.5.4 Validacéo por diluicdo

A validacédo da diluicdo deve garantir que as diluicbes de concentracdes
superiores ao LSQ (15.000 ng/mL) da curva de calibracdo tenham resultados
precisos e exatos. Para tal analise, utiliziou-se a amostra de controle CQD
(24.000 ng/mL) que corresponde ao dobro da concentracdo da amostra de
controle CQA (12.000 ng/mL). Durante o processo de extracdo essa amostra foi

diluida a metade e, posteriormente, extraida conforme procedimento.

455 Seletividade

As amostras branco (plasma) foram testadas a fim de se avaliar
interferéncias nos tempos de retencdo do analito e do padrdo interno. Os
resultados foram comparados com aqueles obtidos com uma amostra extraida
de LIQ com padrdo interno. Foram testadas quatro amostras normais, uma

lipémica e uma hemolisada.

4.5.6 Recuperacéo

Os calculos da recuperacédo foram realizados comparando-se as areas
dos picos cromatograficos dos controles de qualidade (CQB, CQM e CQA) do

analito extraido do plasma com as éareas dos picos cromatograficos de
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amostras em solucdo dos controles de qualidade (CQB, CQM e CQA),
denominadas amostras nao extraida. O mesmo procedimento foi feito para a

analise da recuperacao do padréo interno.

45.7 Efeito matriz

Foram analisadas oito amostras de matriz biolégicas processadas
oriundas de fontes distintas, sendo quatro normais, duas lip€micas e duas
hemolisadas, posteriormente adicionadas de analito e padrdo interno, e
solucBes nas mesmas concentracfes das amostras de CQB e CQA.

Para o célculo do coeficiente de variacdo