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RESUMO

Objetivo: Séries tio e oxo de 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas (DHPMSs),
derivadas do monastrol, apresentaram atividade anti-glioma in vitro em estudo
prévio. Esse trabalho objetivou determinar logP e pka dessas moléculas,
validar método bioanalitico por CLAE-EM/EM para quantificacdo simultanea de
trés DHPMs e realizar o screening farmacocinético das mesmas utilizando as
estratégias de rapid PK e cassette analysis. Metodologia: LogP e pka foram
determinados por CLAE/UV. A influéncia na ionizagdo das DHPMs quando
analisadas simultaneamente por CLAE-EM/EM foi investigada. No screening
farmacocinético, administrou-se os LaSOM 60, 70 e 65, pelas vias i.v. bolus (1
mg/kg) e v.o. (10 mg/kg), a trés animais/molécula/via. Procedeu-se o pool de
amostras do mesmo tempo de coleta/mesma via/trés compostos para a
analise. A distribuicdo cerebral foi avaliada pela relacdo concentracdo no
homogeneizado tecido/concentracdo plasma 1 h ap6s dose i.v. bolus (1 mg/kg).
Resultados e Discussao: As DHPMs apresentaram um logP moderado, na
faixa de 1,23 a 2,26, sendo o monastrol a molécula menos lipofilica. No estudo
de determinacdo de pka, a metodologia utilizada permitiu determinar apenas o
pka do LaSOM 63, cujo valor encontrado foi de 4,0. Os dados de coeluicdo
indicaram que os LaSOM 60, 70, 65, 63,115 e monastrol podem ser analisados
simultaneamente sem sofrer interferéncias na ionizagdo. Um método
bioanalitico em CLAE-EM/EM foi desenvolvido e validado para quantificacao
dos LaSOM 60, 70 e 65 e aplicado em estudo de screening farmacocinético
destas DHPMs. As DHPMs apresentaram meia-vida curta (~ 2 h), clearance
elevado (1,7 a 9,8 L/h/kg), e volume de distribuicio moderado (4,8 L/kg -
LaSOM 65) e alto (> 8 L/kg - LaSOM 60 e LaSOM 70). Os parametros
determinados para LaSOM 65 foram semelhantes aos obtidos previamente por
abordagem farmacocinética convencional. LaSOM 70 apresentou a maior
penetracdo cerebral (0,37 £ 0,06) dentre as DHPMs investigadas. Conclusdes:
As estratégias de screening farmacocinético mostraram-se adequadas e exatas
para avaliar as DHPMs apo6s dose oral. Nenhuma das DHPMs apresentou
distribuicdo tecidual compativel para tratamento do glioma.

Palavras-chave: diidropirimidinonas; propriedades fisico-quimicas; CLAE-

EM/EM; validacao; screening farmacocinético; distribuicdo cerebral.






ABSTRACT

Pharmacokinetic screening and physico-chemical properties evaluation of
a series of 4-aril-3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones
Objectives: A series of tio and oxo of 4-aryl-3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones
(DHPMs), monastrol derivatives, previously presented activity against glioma in
vitro. The objectives of the this study were to determine these molecules’ logP
and pka, to validate a bioanalytical method by LC-MS/MS to quantify three
DHPMs simultaneously and to screen their pharmacokinetics using rapid PK
and cassette analysis strategies. Methods: LogP and pka were determined by
HPLC/UV. The influence of DHPMs co-elution in their ionization following LC-
MS/MS analysis was investigated. The pharmacokinetic screening of LaSOM
60, LaSOM 70, and LaSOM 65 was conducted after i.v. bolus (1 mg/kg) and
p.o. (10 mg/kg) dosing to three animals/molecule/via. For drug quantification,
pooled sample from each sampling time/via/three compounds was carry out.
Brain penetration was investigated for these DHPM by the ratio of brain/plasma
concentration 1 h after i.v. bolus dosing (1 mg/kg). Results and Discussion:
DHPMs presented moderate logP, ranging from 1.23 to 2.26. Monastrol was the
least lipophilic compound. The methodology used for the pka study allowed only
the determination of LaSOM 63 pka, which was found to be 4.0. Co-elution data
indicated that LaSOM 60, 70, 65, 63, 115, and monastrol can be simultaneously
analyzed without ionization interferences. A bioanalytic LC-MS/MS method was
developed and validated for quantification of LaSOM 60, 70, and 65 and applied
to these DHPMs pharmacokinetic screening. The DHPMs presented short half-
lives (~ 2 h), high clearance (1.7 to 9.8 L/h/kg), and moderate (4.8 L/kg -
LaSOM 65) to high (> 8 L/kg - LaSOM 60 and LaSOM 70) volume of
distribution. The pharmacokinetic parameters determined for LaSOM 65 were in
good agreement with those previously determined using conventional
pharmacokinetics approach. LaSOM 70 showed the highest brain penetration
(0.37 = 0.06). Conclusions: The pharmacokinetic screening strategies
employed showed to be adequate and accurate to investigate the DHPMs after
oral dosing. None of the DHPMs showed adequate brain penetration for glioma.
Key words: dihydropyrimidinones; physico-chemical properties; LC-MS/MS;

validation, pharmacokinetics screening; brain distribution.
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INTRODUCAO







A etapa de descoberta de novos candidatos a farmacos é composta pela
investigacao e validacdo de alvos terapéuticos, descoberta de moléculas hits e
leads, otimizacdo dos leads e avaliacdo pré-clinica dos compostos
selecionados (KERNS & LI, 2003; HUGHES et al., 2011). Técnicas robustas,
automatizadas e rapidas, como o high throughput screening, séo
implementadas a fim de identificar simultaneamente milhares de moléculas hits
em ensaios celulares e bioquimicos de atividade biolégica (WU &
DOBERSTEIN, 2006; KESERU & MAKARA, 2006). Na etapa de descoberta,
também sdo realizados estudos de relacdo estrutura-atividade (REA),
determinacao das propriedades fisico-quimicas e informacfes sobre absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) em ensaios in vitro (HUGHES et
al., 2011; NETTEKOVENA et al., 2013).

A etapa de avaliacdo farmacocinética pré-clinica, realizada inicialmente
em roedores, objetiva determinar os perfis de concentracdo versus tempo e o0s
parametros farmacocinéticos entre outras aplicacdes (KERNS & DI, 2008). Na
farmacocinética pré-clinica convencional in vivo, para caracterizagcdo de uma
molécula, estuda-se no minimo duas vias de administracéo e diferentes doses,
utiliza-se grupos de aproximadamente 6 animais, com coletas de sangue em
sete tempos distintos apds administracdo (normalmente até 24h). Os perfis
plasmaticos obtidos sdo avaliados por abordagem n&o-compartimental e
compartimental para determinacdo dos parametros farmacocinéticos (JANG et
al., 2001; LIU et al., 2008), além de estudos de distribuicdo tecidual a fim de
determinar em quais 6rgaos a molécula pode se acumular e penetrar.

Estratégias de screening farmacocinético in vivo tém sido propostas e
utilizadas a fim de acelerar esta etapa de investigacao, a partir da obtencéo de
alto rendimento, rapidez e reducdo de custos e amostras. Estas estratégias
utilizam menor quantidade de animais, entre dois a trés por composto; pode-se
aplicar a técnica de sample pooling, através das misturas de plasmas de
animais do mesmo tempo e do mesmo composto ou de diferentes compostos,
assim, reduzindo o namero de amostras para analise; além de utilizar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas
(CLAE-EM/EM), que permite alta sensibilidade e especificidade nas analises
(LIU et al., 2008; LI et al., 2008; LI et al., 2013).
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A determinacdo das propriedades fisico-quimicas como logP e pka, que
indicam a lipofilia e a capacidade de ionizagdo da molécula, respectivamente,
sdo determinantes para permeabilidade, solubilidade e estabilidade quimica de
compostos, sendo de grande importancia o seu conhecimento na fase de
descoberta (KERNS & DI, 2008). Podem ser utilizados programas
computacionais para se calcular rapidamente estes parametros, entretanto,
dependendo das caracteristicas estruturais e softwares empregados, 0s
resultados obtidos ndo sdo exatos (MANNHOLD et al., 2009). E possivel
determinar experimentalmente o logP e pka por CLAE em fase reversa, o qual
€ um método rapido e reprodutivel. O logP pode ser calculado pela correlacdo
do fator de capacidade da molécula no sistema cromatografico em funcéo do
logP de substancias conhecidas (OECD, 2004). Para determinacdo do pka
também se utiliza o fator de capacidade da molécula, porém a correlacédo é
feita em relacdo ao pH da fase movel (BARTOLINI et al., 2002).

As diidropirimidinonas (DHPMs) sdo moléculas de grande interesse por
apresentarem atividades farmacoldgicas promissoras como antitumorais,
antibacterianas e anti-hipertensivas (ATWAL et al., 1991; KAPPE, 1993; WANG
et al.,, 2013). O monastrol foi a primeira molécula dessa classe a ser
descoberta, apresentando atividade antitumoral diferenciada contra diferentes
linhagens celulares (MAYER et al., 1999; LEIZERMAN et al., 2004;
RUSSOWSKY et al.,, 2006). No Brasil, o Laboratério de Sintese Orgéanica
Medicinal (LaSOM), situado na Faculdade de Farmacia da UFRGS, publicou
uma pequena biblioteca de DHPMs com duas séries - tio e oxo - as quais foram
avaliadas em relacdo a citotoxicidade contra linhagem celular de glioma
humano (U138-MG) e murino (C6). Os ensaios in vitro indicaram atividade
biol6gica da maioria das moléculas da série contra essas linhagens celulares
(CANTO, 2009; CANTO et al., 2011).

O composto etil 6-metil-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-
carboxilato, LaSOM 65, foi a DHPM escolhida, a partir dos resultados dos
estudos in vitro, para se aprofundar nas investigacbes de avaliacdo da
farmacodinamica e farmacocinética in vivo. Na avaliagdo farmacocinética pré-
clinica foram investigadas duas vias (intravenosa e oral) e trés doses, além da
distribuicdo tecidual e toxicidade. O ensaio de distribuicdo tecidual indicou

baixa penetracdo no cérebro (ASCy. tecido/ASCy. plasma = 0,4) do composto
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(TORRES et al., 2014). A avaliacdo farmacodinamica in vivo do LaSOM 65 em
modelo de glioma em roedores ndo apresentou redugao significativa no tumor
apos 10 dias de tratamento com o composto (STUEPP, 2011). Portanto,
mesmo com a avaliacdo farmacocinética pré-clinica do LaSOM 65 realizada,
provavelmente este composto ndo seguira adiante em investigacdes para o
tratamento de glioma, pois, como demonstrado nos estudos anteriores, 0
LaSOM 65 nado apresentou atividade biologica in vivo e nem uma boa
penetracdo cerebral.

Com base nesses resultados, a proposta deste trabalho foi aplicar a
estratégia de screening farmacocinético e sample pooling na avaliacdo da
farmacocinética pré-clinica das DHPMs e determinar experimentalmente as

propriedades fisico-quimicas destes compostos.
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OBJETIVOS







Objetivos Especificos

O presente trabalho objetivou realizar o screening farmacocinético pré-
clinico em ratos e determinar as propriedades fisico-quimicas de uma série de
4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas (DHPMS)

Objetivos Especificos

e Determinar por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) os

coeficientes de particdo (logP) e de ionizacao (pka) das DHPMs;

e Investigar as interacbes de supressdao ou aumento da ionizagdo das
DHPMs guando coeluidas e quantificadas por CLAE-EM/EM,;

e Desenvolver e validar metodologia bioanalitica por CLAE-EM/EM,
utilizando a técnica de pool de amostras para quantificacdo simultanea
dos LaSOM 65, LaSOM 60 e LaSOM 70 em plasma e tecido cerebral de

ratos Wistar;

e Avaliar os perfis de concentracdo plasmatica versus tempo obtidos por
abordagem de screening farmacocinético dos LaSOM 65, LaSOM 60 e
LaSOM 70 ap6s administracdo a ratos Wistar de dose intravenosa bolus
e dose oral e determinar os parametros farmacocinéticos por abordagem

nao-compartimental;

e Avaliar a penetragéo cerebral dos LaSOM 65, LaSOM 60 e LaSOM 70
apos 1 h da administracdo de dose unica intravenosa bolus a ratos
Wistar;

e Comparar os parametros farmacocinéticos do LaSOM 65 obtidos por

screening farmacocinético e por avaliacdo farmacocinética convencional,

sendo este Ultimo determinados em estudo prévio.
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REVISAO DA LITERATURA







1. Descoberta de Farmacos

A pesquisa de novos farmacos envolve duas fases basicas: descoberta e
desenvolvimento. A fase de descoberta € composta por diferentes etapas de
investigacdo que se encerram com 0S ensaios pré-clinicos e que precedem a
avaliacdo em humanos (fase clinica) e a liberacdo do produto no mercado para
comercializagdo (Figura 1). Nesse cenario, os estudos pré-clinicos sdo a
interface entre as fases de descoberta e desenvolvimento.

Identificacéo e Identificagéo Otimizacao Ensai .
validag&o do de hits e de nsaios pre-
alvo leads compostos clinicos

Descoberta de Farmacos

Figura 1. Etapas da descoberta e selecdo de novos candidatos a farmacos.

As etapas que compde a fase de descoberta de novos farmacos sao:
identificacdo e validacdo dos alvos terapéuticos a serem pesquisados,
descoberta de moléculas hits e leads, otimizacdo dos leads e avaliacdo pré-
clinica dos compostos selecionados (KERNS & LI, 2003; HUGHES et al.,
2011). De acordo com a literatura, uma molécula é considerada um hit quando
apresenta atividade biolégica em ensaios de interacdo com alvos terapéuticos
especificos selecionados. Por outro lado, uma molécula lead, que foi precedida
pelo hit, é identificada quando demonstra seguranca e eficacia em ensaios
celulares (HUGHES et al., 2011).

Uma das etapas mais importantes da descoberta é a identificacdo e
validacéo de alvos terapéuticos, pois a pesquisa com alvos mal validados pode
determinar que a molécula falhe na etapa clinica. Além disso, a identificacao de
alvos é o ponto de partida do projeto investigacional de novas entidades
quimicas (NEQ), pois estabelece a futura utilizagdo da molécula como um

farmaco para o tratamento de uma doenca especifica (TITOV & LIU, 2012). Um

33



bom alvo terapéutico - proteina, gene ou acidos nucléicos - precisa atender as
necessidades clinicas e comerciais, além de ser eficaz e seguro, garantindo
direta relacdo com o tratamento da doencga. Diz-se que um bom alvo dever ser
“druggable”, ou seja, ser acessivel a ligagdo da molécula bioativa e, apds a
ligacdo, gerar uma resposta que seja passivel de mensurar tanto em ensaios in
vitro quanto in vivo (HURKO, 2010; HUGHES et al., 2011). A validacao do alvo
€ um processo crucial para assegurar a confiabilidade da relagdo entre alvo
terapéutico e doenca e, também, garantir que os ensaios realizados in vitro e
em modelos animais fornecam resultados seguros de modulacéo, afinidade e
interacdo dos novos candidatos testados com o sitio de agéo alvo, tentando
simular o que ocorre em humanos no decorrer da doenca (DOAN et al., 2004;
CHEN & DU, 2007).

Devido as técnicas de quimica combinatodria, milhares de novos candidatos
a farmacos séo sintetizados e devem ser analisados e selecionados durante a
fase de descoberta. Nesse contexto, técnicas robustas e rapidas como o high
throughput screening (HTS) séo utilizadas para possibilitar a identificagdo de
moléculas hits. O HTS utiliza sistemas automatizados para os ensaios celulares
e bioquimicos de atividade biol6gica, permitindo a avaliacdo simultanea de
milhares de compostos por utilizar microplacas contendo de 96 a 1536 pocgos
(WU & DOBERSTEIN, 2006; KESERU & MAKARA, 2006). Os hits falso-
positivos sdo descartados a partir da analise de curvas dose-resposta e
bioensaios de resposta funcional. Na investigacdo de séries de hits, estudos
preliminares de relacdo estrutura-atividade (REA), para identificacdo de
fragmentos e grupos funcionais da molécula que sdo importantes na atividade
e na obtencdo de diferentes poténcias, e informacBes sobre absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do (ADME) em ensaios in vitro sdo avaliados
(HUGHES et al., 2011; NETTEKOVENA et al., 2013).

As moléculas leads surgem com o aperfeicoamento das moléculas hits,
sendo mais potentes e seletivas e com caracteristicas estruturais e fisico-
guimicas adequadas para apresentar boas propriedades farmacocinéticas
(KESERU & MAKARA, 2006). Estudos e ensaios mais detalhados de REA,
ADME e propriedades fisico-quimicas, além de informacdes sobre toxicidade,
s&o obtidos nesta etapa (KESERU & MAKARA, 2006; GOODNOW JR, 2006;
HUGHES et al., 2011). A otimizacdo das moléculas consideradas realmente
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promissoras segue atraves de modificacdes estruturais, para manutencédo das
propriedades desejadas e melhora de possiveis deficiéncias que os leads ainda
possam apresentar (RAVULA et al., 2012; ZHANG et al., 2012)

Os ensaios em animais, primeiramente em roedores, sao realizados apés a
identificagdo e otimizacdo de moléculas leads. Estudos de toxicidade,
permeabilidade, metabolismo e comportamento do novo candidato a farmaco
no organismo, bem como a investigacdo farmacocinética sao realizados na
fase final do processo de descoberta (HUGHES et al., 2011). A aplicacéo de
metodologias de avaliacdo farmacocinética in silico, in vitro e in vivo nos
estudos iniciais de descoberta contribuiu para a reducdo de falhas, custos e
tempo com moléculas que ndo apresentavam atributos desejados de ADME
(EDDERSHAW et al., 2000; WATERBEEMD & GIFFORD, 2003; ZHANG et al.,
2012).

2. Avaliacdo da Farmacocinética Pré-Clinica de Candidatos a Farmacos

A avaliacdo da farmacocinética pré-clinica de novas moléculas é realizada
inicialmente em roedores, principalmente ratos e camundongos. O objetivo
desta etapa € determinar os perfis de concentracdo versus tempo e 0s
parametros farmacocinéticos, estabelecer uma relacéo entre a farmacocinética
e a farmacodinamica, extrapolar os parametros obtidos em animais para
humanos entre outras aplicacdes (KERNS & DI, 2008).

Os principais parametros farmacocinéticos determinados nessa fase sao:
area sob a curva de concentracdo plasmética por tempo (ASC), que indica a
exposicao sistémica total do organismo; meia-vida (ti2), que é o tempo
necessario para a concentracdo plasmatica da molécula reduzir & metade;
volume de distribuicdo (Vd), que reflete a afinidade da molécula pelos tecidos;
clearence (CL), que indica a taxa de eliminagdo do organismo e
biodisponibilidade (F), que representa a fracdo da dose inalterada que alcanca
a circulacédo sistémica (TOZER & ROWLAND, 2009).

Os estudos de avaliacdo do comportamento de novas moléculas in vivo
requerem tempo, envolvem altos custos e empregam grande quantidade de

animais. Na avaliagéo farmacocinética convencional, para cada molécula sob
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investigacdo estuda-se no minimo duas vias de administracdo, normalmente
intravenosa e oral, diferentes doses para investigacdo da linearidade
farmacocinética, utilizando-se grupos de aproximadamente 6 animais, com
coletas de sangue em sete tempos distintos apos administracdo (normalmente
até 24h). Os perfis plasmaticos obtidos sdo avaliados por abordagem néao-
compartimental e compartimental para determinacdo dos parametros
farmacocinéticos (JANG et al., 2001; LIU et al., 2008). Estudos de distribuicdo
tecidual também séo realizados nessa etapa, utilizando homogeneizado de
tecido, visando determinar em que Orgdos a molécula penetra e pode se
acumular. Todo esse conjunto de estudos torna a investigacao farmacocinética
pré-clinica uma das etapas mais morosas e dispendiosas da fase de
descoberta de novos farmacos.

Apesar da avaliagcdo farmacocinética convencional fornecer informacdes
completas que permitem a compreensdo da ADME de novas moléculas,
investe-se tempo e recursos em investigacdes de NEQ que poderdo néo seguir
adiante nos estudos de avaliacao clinica. Para acelerar essa etapa, estratégias
de screening farmacocinético in vivo tém sido propostas na literatura e

utilizadas pelas empresas farmacéuticas para reverter este cenario.

3. Estratégias de Screening Farmacocinético de Novas Moléculas

As estratégias de screening farmacocinético visam obter alto rendimento,
rapidez e reducdo de custos e amostras na determinacdo de parametros
farmacocinéticos de novas moléculas. Dentre as estratégias indicadas na
literatura, pode-se citar: cassette dosing, cassette-accelerated rapid rat PK
(CARRYS), snapshot, rapid PK e cassette analysis.

3.1. Cassette dosing

Z

Na estratégia de cassette dosing, também conhecida como “N-in-One’
dosing, mais de um composto € administrado simultaneamente a um mesmo
animal, sendo “N” considerado o numero de moléculas coadministradas. Esta

técnica possibilita o estudo da farmacocinética de varios compostos sob
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idénticas condi¢cGes, minimizando o numero de amostras a serem processadas,
tempo de andlise e nimero de animais utilizados (BERMAN et al., 1997,
SHAFFER et al., 1999; WHITE & MANITPISITKUL, 2001). Entretanto, apesar
do cassette dosing apresentar algumas vantagens como utilizar menor
quantidade de animais (n = 3/grupo) e possibilitar o calculo concomitante dos
pardmetros farmacocinéticos de varias moléculas, existem controvérsias em
relagdo a confiabilidade dos resultados obtidos com esta estratégia em
comparacdo a farmacocinética convencional, na qual cada composto €
administrado separadamente (BERMAN et al, 1997; WHITE &
MANITPISITKUL, 2001; NAGILLA et al.,, 2011). Dentre as desvantagens
citadas estdo a possibilidade de interacéo farmacocinética entre os compostos,
que assim poderiam apresentar caracteristicas farmacocinéticas diferentes
guando administradas separadamente; demora no desenvolvimento do método
analitico, ja que ha mais de um composto a ser analisado na mesma amostra
biolégica e dificuldade na preparacdo da formulacdo para administracéo,
devido a diferenca nas caracteristicas de solubilidade das moléculas
(MANITPISITKUL & WHITE, 2004).

3.2. Cassette-accelerated rapid rat PK (CARRS)

Na estratégia CARRS, a farmacocinética de novos candidatos € investigada
separadamente, utilizam-se apenas dois ratos para analisar cada molécula e
avalia-se apenas a via oral. Esta técnica gera menor quantidade de amostras
para andlise, quando comparada com a farmacocinética convencional, pois se
coleta amostras de sangue (100 pL) até 6 h apés administracdo da formulacéo
(0,5, 1, 3, 4 e 6 h). As amostras de plasma com a mesma molécula, dos dois
animais experimentais, para o0 mesmo tempo de coleta sdo misturadas. Com
isso, analisa-se apenas uma amostra por tempo de coleta para cada molécula
(KORFMACHER et al., 2001; LIU et al., 2008). Aplicando-se esta estratégia,
pode-se reduzir o numero de animais necessarios na investigacdo e, como
cada molécula é administrada separadamente, ndo ha interferéncia de
interacdo farmacocinética entre elas. Como desvantagens, tém-se a falta de

informagdes sobre a variabilidade farmacocinética de cada composto, 0 uso

37



apenas de ratos nos estudos, pois permitem amostras seriadas no mesmo
animal, e a determinacdo de apenas alguns dos parametros farmacocinéticos
importantes, uma vez que as coletas de sangue séo limitadas a 6 h apos a
administracao da dose (KORFMACHER et al., 2001; MEI et al., 2006; LIU et al.,
2008).

3.3.  Snapshot PK

Esta estratégia utiliza dois animais por molécula, avalia apenas a via de
administracdo oral e pode ser conduzida tanto em camundongos quanto em
ratos. lgualmente a estratégia CARRS, a mistura de amostras de plasma de
dois animais para o0 mesmo tempo de coleta e mesma molécula é empregada.
Diferentemente da técnica descrita anteriormente, no snapshot sédo feitas
coletas de sangue (50 pL) até 5 h (0,5, 1, 3 e 5 h) apds administracdo da
formulacdo. Neste estudo de screening PK obtém-se, por molécula, quatro
amostras de plasma para analise (4 tempos de coleta x 1 pool de animais). As
vantagens e desvantagens do snapshot sdo semelhantes ao CARRS, com a
diferenca que essa estratégia possibilita a utilizacdo também de camundongos
(LIU et al., 2008).

3.4. Rapid PK

Dentre as técnicas de screening rapido apresentadas, o rapid PK é a que
mais se assemelha a avaliagdo convencional de novas moléculas. Nesta
técnica duas vias de administracdo, intravenosa e oral, sdo avaliadas, sao
utilizados trés animais por grupo experimental e seis coletas de sangue sdo
feitas até 24 h ap6s a administracdo. Diferentemente da farmacocinética
convencional, que se obtém no minimo 36 amostras por estudo para um
composto (2 vias de administracao x 3 ratos x 6 tempos de coleta), no rapid PK
as amostras de plasma do mesmo tempo de coleta dos trés animais que
receberam a mesma molécula sdo misturadas, totalizando 12 amostras (2 vias
de administracdo x 6 tempos de coleta) para analise de cada molécula. Além

de reduzir o numero de amostras, esta técnica fornece todos os parametros
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farmacocinéticos (CL, Vd, ti» e Faps). Entretanto, como é feita a mistura de
amostras, informacdes sobre variabilidade inter-individual sdo perdidas (LI et
al., 2013).

3.5. Cassette analysis

A estratégia de cassette analysis utiliza a tatica de sample pooling, na qual
amostras de mesmo tempo de coleta de diferentes animais, mas de moléculas
diferentes s@o misturadas. A obtencdo de dados de variabilidade inter-
individual torna esta metodologia vantajosa, quando comparada com as
estratégias do CARRS, snhapshot e rapid PK, que também aplicam a estratégia
de sample pooling, porém em estudos de apenas uma molécula (LIU et al.,
2008; LI et al., 2013). Parametros farmacocinéticos completos, dependendo
dos tempos de coletas, e caracterizacdo de perfis de concentracdo versus
tempo podem ser calculados e determinados simultaneamente para varios
compostos, tornando esta técnica rapida para screening de novos candidatos a
farmacos (KUO et al.,, 1998; HAN et al., 2006; BUETERS et al., 2011). A
complexidade no desenvolvimento do método bioanalitico e a necessidade de
baixos limites de quantificacdo para cada molécula analisada simultaneamente,
devido a diluicAo das amostras causadas pelo pooling, estdo entre as
desvantagens da técnica (LIU et al., 2008; LI et al., 2013).

Para todas as estratégias de avaliacdo da farmacocinética rapida descritas
acima, h& necessidade de métodos analiticos com sensibilidade e
especificidade adequados. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) permite a aplicacdo de estratégias
de screening rapido em estudos de farmacocinética, devido a possibilidade de
analises com alta sensibilidade, especificidade e tempos de corrida curtos. O
CLAE-EM/EM é amplamente utilizado nas fases de descoberta e
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para identificacdo e
determinacdo de pureza das moléculas e, principalmente, para quantificacdo
simultanea ou separada em amostras bioldgicas (OLAH et al., 1997; ZHANG et
al., 2000; ESPADA et al., 2008; LIU et al., 2008; MACAROV et al., 2012). Em

todas as estratégias para acelerar os estudos farmacocinéticos pré-clinicos in
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vivo, citadas anteriormente, essa ferramenta € imprescindivel devido a sua
sensibilidade, j& que volumes pequenos de amostra sdo utilizados;
especificidade, pois permite o monitoramento de transicbes m/z dos ions
precursor e produto de cada molécula no modo de monitoramente de reacdes
multiplas (MRM), evitando potenciais interferentes presentes em matrizes
biolégicas; e da possibilidade de avaliagdo de efeitos de supressdo ou aumento
no sinal de ionizacdo devido a coeluicdo de varias moléculas (TONG et al.,
1999; LAGERWEREF et al., 2000; KORFMACHER, 2005; LI et al., 2013).

4. Propriedades Fisico-Quimicas na Descoberta de Farmacos

Na fase de descoberta de farmacos ocorrem estudos de pharmaceutical
profiling, que tem por objetivo prever, a partir das caracteristicas estruturais e
propriedades fisico-quimicas, o comportamento dos novos candidatos a
farmaco em sistemas biologicos, sendo tais informagfes importantes para
compreensao da absorcdo, permeabilidade, distribuicdo e metabolismo das
moléculas (KERNS & DI, 2003; WATERBEEND & GIFFORD, 2003; ESPADA et
al., 2008). A expressdo drug-like é utilizada para definir as moléculas que
apresentam propriedades de ADME e toxicidade suficientemente aceitaveis
para alcancar estudos clinicos de Fase |, no qual a dose-resposta é avaliada
em um grupo pequeno de voluntarios sadios (LIPINSKI, 2000).

Tendo como fatores determinantes as caracteristicas estruturais e 0s
parametros fisico-quimicos das moléculas, regras para definir a probabilidade
de um composto ser drug-like foram criadas como guia para auxiliar na decisédo
sobre seguir-em-frente ou ndo (go/no-go) na investigacdo de novas moléculas
(KERNS & DI, 2008).

A “Regra dos 57, criada por Lipinski e colaboradores (1997), foi o primeiro guia
proposto para selecdo de novas moléculas na fase de descoberta. Esses
autores avaliaram, na base de dados World Drug Index (WDI), 2.245 farmacos
administrados oralmente que seguiram adiante em estudos clinicos de Fase II,
através da analise de parametros fisico-quimicos que estdo diretamente
relacionados com a permeabilidade e absor¢cdo. Esse estudo demonstrou que

h& maior probabilidade de baixa absor¢céo e permeabilidade quando a molécula
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apresenta no minimo duas das condi¢cfes: peso molecular > 500; coeficiente de
particdo n-octanol/agua (logP) > 5; ligacGes doadoras de H > 5 (total de OHs e
NHSs); e ligacdes aceptoras de H > 10 (total de Ns e Os).

Sabe-se que quanto maior o logP da molécula, menor sera a solubilidade
em agua e, com isso, uma reducdo na absorcdo deve ser esperada. O alto
peso molecular também dificulta a solubilidade em &gua e impede a difusao
passiva através de membranas bioldgicas. As ligacdes de hidrogénio também
foram observadas na regra de Lipinski, porque estdo diretamente relacionadas
com a solubilidade em agua. Quanto maior o numero de ligacbes de
hidrogénio, maior a dificuldade de rompimento dessas ligagbes e,
consequentemente, uma reducdo da particAo da molécula para a barreira
bioldgica é prevista (KERNS & DI, 2008).

A “Regra dos 5” ou “Regra de Lipinski®, reimpressa em 2001 e 2012, no
entanto, somente pode ser aplicada em moléculas que ndo sofrem acdo de
transportadores, ou seja, apenas servem para aquelas que atravessam as
membranas biologicas por difusdo passiva. Essa Regra também nao fornece
informacdes sobre distribuicdo e metabolismo das moléculas. Apesar dessas
restricbes, a Regra de Lipinski ainda é utilizada na descoberta de novas
moléculas, porém com algumas modificacdes e adaptacdes (HUGHES et al.,
2011; PETIT et al., 2012).

Apesar de regras rigidas ndo serem adequadas para a tomada de decisdo
sobre a capacidade de uma molécula de se tornar um farmaco, o conhecimento
de algumas de suas propriedades fisico-quimicas € muito importante na fase
de descoberta. A lipofilicidade, indicada pelo logP, expressa a tendéncia de
distribuicdo da molécula em sistemas aquosos e ndo-aquosos e o coeficiente
de ionizacgdo (pka), expressa a capacidade de ionizagdo da molécula, indicando
o0 grau de particdo relativa das espécies ionizadas e nao-ionizadas em um
determinado pH. Essas duas propriedades fisico-quimicas sdo determinantes
para permeabilidade, solubilidade e estabilidade quimica das moléculas e seu

conhecimento é fundamental na fase de descoberta.

41



4.1. Lipofilicidade

A lipofilicidade da molécula é a propriedade fisico-quimica que causa o
maior impacto nos parametros de ADME, toxicidade e atividade farmacoldgica,
tendo papel importante na capacidade dos compostos de permear as
membranas biologicas (WATERBEEMD et al., 2001; KERNS & DI, 2004;
KERNS & DI, 2008). Quando o processo de particao € realizado entre uma fase
organica (n-octanol) e uma fase aquosa (tamp&o) em um pH no qual o
composto esta totalmente em sua forma neutra, o coeficiente de particdo €
denominado de logP. Programas computacionais podem ser utilizados para se
calcular rapidamente o valor do coeficiente de particio de compostos.
Entretanto, dependendo das caracteristicas estruturais e softwares
empregados, os resultados obtidos ndo séo exatos (MANNHOLD et al., 2009).

Guias da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OCDE) indicam duas maneiras, que sao amplamente utilizadas e adaptadas
por pesquisadores, para determinacdo experimental do logP (KISHI &
HASHIMOTO, 1989; KROP et al., 1997; KERNS et al., 2003; LU et al., 2012;
PALLICER et al., 2012). O shake-flask € um método real e apurado que avalia
a particdo do composto em diferentes propor¢des da mistura n-octanol/agua
apos agitacao de 24 h. Essa técnica pode ser aplicada para determinar logP na
faixa de -2 a 4. Entretanto, este procedimento € demorado e requer grande
guantidade de amostra de alta pureza (OECD, 2004). A determinacao do logP
por CLAE em fase reversa é um método rapido e reprodutivel que utiliza o fator
de capacidade da molécula no sistema cromatogréafico em func¢édo do logP de
substancias conhecidas, que sdo recomendadas pelo guia para calculo do
parametro (OECD, 2004).

4.2. Grau de ionizacao

As formas ionizadas e neutras de moléculas apresentam aspectos
diferentes em relacdo a solubilidade, permeabilidade pelas membranas e
interacdo com macromoléculas. Formas ionizadas sdo mais sollveis em meio

aguosos, devido a alta polaridade, do que a formas nao-ionizadas, que s&o
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mais lipofilicas. Alteracbes no grau de ionizacdo podem ser feitas através de
modificagcdes no pH do meio aquoso, obtendo-se concentracdes equivalentes
das duas formas quando ha igualdade entre o pH e o pka da molécula (KERNS
& DI, 2008). A equacéo de Handerson-Hasselbach (Eq. 1 e 2) permite calcular
a porcentagem das espécies neutras e ionizadas em determinado pH, desde

gue seja conhecido o pka do composto:

pH = pka+ log([ A-]/[HA]) Eqg. 1
pH = pka+ log([ B]/[HB+]) Eq. 2

onde [A] e [HA] indicam espécies anibnicas e neutras das moléculas 4cidas,
respectivamente, e [B] e [HB'] indicam espécies catiénicas e neutras das
moléculas béasicas, respectivamente.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para a mensuracdo do pka:
potenciometria, espectrofotometria e cromatografia. Dentre estas a mais
aplicada é o CLAE em fase reversa, a qual correlaciona o tempo de retencéo
da molécula com a alteracdo do pH na fase movel, devido a variagdo nas
fracOes ionizada e ndo-ionizada (GONZALEZ et al., 1992; SANZ-NEBOT et al.,
2001; BARTOLINI et al., 2002; JANOS, 2004). Essa técnica pode ser aplicada
para determinacdo do pka de compostos com diferentes graus de lipofilia,
diferentemente da técnica potenciométrica, a qual é indicada para moléculas
gue apresentam uma boa solubilidade em agua, jA& que meios com solventes
organicos sao evitados para ndo causar instabilidade durante o processo de
titulacdo (GONZALEZ et al., 1992; BARTOLINI et al., 2002). A determinacéo
por espectrofotometria no ultravioleta/visivel requer que o composto apresente
em sua estrutura quimica grupamentos que possibilitem sua absorcdo ou
apresente uma boa absor¢cédo na faixa de comprimento de onda aplicada
(GONZALEZ et al., 1992).

5. Série 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas

As diidropirimidinonas (DHPMs) (Figura 2) foram sintetizadas pela primeira
vez em 1893 por Pietro Biginelli (BIGINELLI, 1893). Tais moléculas foram
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formadas a partir de uma reacdo simples de condensacdo, a qual é
denominada de reacdo de Biginelli, entre um aldeido aromético, uréia e
acetoacetato de etila em solugdo etandlica. Nas ultimas décadas as DHPMs
foram alvo de grande interesse por apresentarem atividades farmacologicas
promissoras como antitumorais, antibacterianas e anti-hipertensivas (ATWAL et
al., 1991; KAPPE, 1993; WANG et al., 2013).

O Ar
EtD'J\[’l“N’H
Me” P;l/l =y

H

Figura 2. Estrutura quimica geral das DHPMs.

O monastrol foi a primeira molécula dessa classe a ser descoberta,
apresentando atividade antitumoral diferenciada, tendo como mecanismo de
acao a inibicdo da motilidade mitética da proteina cinesina Eg5, sendo este um
alvo terapéutico de grande interesse no tratamento do cancer (MAYER et al.,
1999; YAN et al.,, 2004). A atividade do monastrol foi avaliada em diferentes
linhagens celulares in vitro, sendo observados valores de concentracdo
inibitéria (Clsg) entre 14 uM e superiores a 340 uM, dependendo do tipo de
cultura celular empregada (MAYER et al., 1999; PETERS et al., 2006;
RUSSOWSKY et al., 2006). O monastrol apresentou sensibilidade diferenciada
em culturas de células de carcinoma gastrico (AGS) e de colon (HT29)
humano, quando comparado ao taxol (LEIZERMAN et al.,, 2004). Peters e
colaboradores (2006) avaliaram in vitro a afinidade dessa molécula frente ao
transportador de efluxo glicoproteina-P (P-gp) e observaram atividade inibitéria
100 vezes maior que a observada para inibidores classicos, como verapamil e
quinidina. Este estudo também demonstrou atividades indutoras do monastrol,
porém 10 vezes menor que o indutor classico rifampicina. O estudo concluiu
que o monastrol ndo é substrato da P-gp, pois ndo se observou diferenga na
atividade antiproliferativa do composto quando esse foi adicionado a culturas
de células que apresentavam a expressdo aumentada para esse transportador

de efluxo.
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O Laboratério de Sintese Orgéanica Medicinal (LaSOM), da UFRGS,
publicou em 2011 uma pequena biblioteca de DHPMs com duas séries - tio e
oxo (Tabela 1), derivadas do monastrol, as quais foram avaliadas em relacéo a
citotoxicidade contra linhagem celular de glioma humano (U138-MG) e murino
(C6), tendo a maioria das moléculas apresentado atividade biologica, em
ensaios in vitro, contra essas linhagens celulares. O monastrol (grupo controle)
apresentou um efeito de inibicdo em ambas linhagens celulares, na faixa de 35-
44%, enquanto que o LaSOM 75 demonstrou um efeito antiproliferativo contra
C6 de 64,9%. Nas linhagens U138-MG e C6, os LaSOM 65, LaSOM 63 e
LaSOM 67 foram significativamente mais ativos que o monastrol na inibicao da
proliferagao celular, sendo o LaSOM 67 o mais efetivo dentre todas as DHPMs
investigadas, seguido do LaSOM 65, que também apresentou resultados
promissores nestes tipos de linhagens celulares de glioma (CANTO, 2009;
CANTO et al., 2011).

Tabela 1. Caracteristicas estruturais das DHPMs - séries tio e oxo -
sintetizadas pelo LaSOM. Esquema das estruturas relacionadas com a
Figura 1.*

DHPMs Ar X
Monastrol 3-HO-CgH4 S
LaSOM 60 CeHs S
LaSOM 64 3,4(-OCH,0-)CgH3 S
LaSOM 75 4-NC-CgHqy S
LaSOM 115 3-F-CsH4 S
LaSOM 62 4-F-CgHy S
LaSOM 63 4-(Me),N-CgH, S
LaSOM 65 3-O2N-CgHgq4 S
LaSOM 67 3-O2N-CgHy4 O
LaSOM 70 CeHs O
LaSOM 99 2-F-CgH4 0]
LaSOM 66 3-HO-CgHg4 O
LaSOM 69 4-(Me),N-CgH, O
LaSOM 90 4-NC-CgHg4 O
LaSOM 68 3,4(-OCH,0-)CgH3 O

*Adaptado de CANTO et al., 2011.
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A partir destes resultados de citotoxicidade in vitro, investigou-se mais
detalhadamente o composto etil 6-metil-4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidropirimidina-5-carboxilato, codificado como LaSOM 65, o qual
apresentou 0 mesmo mecanismo de acdo que seu precursor, 0 monastrol.
Assim estudos de avaliacdo da atividade antitumoral em modelo animal de
glioma e investigacdo farmacocinética pré-clinica foram conduzidos em
paralelo.

Torres e colaboradores (2014) avaliaram a farmacocinética pré-clinica do
LaSOM 65 em ratos Wistar, administrado pelas vias intravenosa (1 mg/kg) e
oral (10 e 30 mg/kg). Essa DHPM apresentou um ty, curto (1,75 = 0,71 h), um
clearance de 0,85 * 0,18 L/h/kg e um Vd de 1,76 = 0,24 L/kg apds
administracdo  intravenosa  (i.v.). O composto apresentou uma
biodisponibilidade de ~ 55% e farmacocinética linear na faixa de doses orais.
Os resultados de penetragdo tecidual demonstraram alta penetracdo nos
pulmdes (2,7) e tecido adiposo (1,4), tendo apresentado baixa penetragdo nos
outros tecidos (cérebro, rins, figado e coracado). A toxicidade do LaSOM 65 foi
avaliada apos doses i.v. (1, 2,5 e 5 mg/kg) e oral (50, 100 e 150 mg/kg). Foram
observados sintomas adversos como piloerecdo, dispneia, letargia e diarréia
somente apOs administracdo pela via intravenosa.

A avaliagdo farmacodinamica in vivo do LaSOM 65 foi conduzida em
modelo de glioma em ratos Wistar, visando investigar o potencial terapéutico
dessa DHPM. Os animais foram tratados com doses de 30 e 90 mg/kg apos
administracdo intraperitoneal, 12 dias ap6s o implante do tumor cerebral, sendo
acompanhado o volume do tumor. Apés 10 dias de tratamento com o LaSOM
65 ndo se observou reducéo significativa no tamanho do tumor, em relacéo ao
grupo controle (solugcdo salina), para as duas doses avaliadas (STUEPP,
2011).

Os resultados dos estudos com LaSOM 65 exemplificam a importancia da
utilizacdo de estratégias de screening farmacocinético pré-clinico para
avaliacdo de novas séries de entidades quimicas (NEQ), impedindo que seja
realizada a avaliacdo farmacocinética convencional de compostos que néo
apresentam caracteristicas de ADME adequadas em modelos in vivo, evitando
desperdicio de tempo e recursos na fase de descoberta de novos farmacos.

Nesse contexto situa-se 0 presente trabalho, que visa utilizar dessas
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estratégias na avaliacdo de uma série de novas DHPMs derivadas do

monastrol sintetizadas pelos pesquisadores do LaSOM.
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Resumo

Na fase de descoberta de novos farmacos, a determinagdo das
propriedades fisico-quimicas € importante para entender e prever as
caracteristicas farmacocinéticas em relacdo a absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo. Do mesmo modo, o desenvolvimento de estratégias
de screening farmacocinético, como o pool de amostras, surgiu a fim de
acelerar os estudos farmacocinéticos dessa fase. Para o emprego dessas
estratégias € importante determinar quais compostos podem ser analisados
simultaneamente na mesma corrida analitica. As séries tio e oxo das 4-aril-3,4-
diidropirimidin-2(1H)-onas (DHPMSs), sintetizadas pelo Laboratério de Sintese
Organica Medicinal (LaSOM) da UFRGS, sdo moléculas promissoras que
apresentaram atividade antitumoral em ensaios in vitro, contra linhagem celular
de glioma, e in vivo, em modelo de Sarcoma-180. Neste trabalho, determinou-
se experimentalmente por CLAE/UV o logP e o pka de oito DHPMs sintetizadas
a partir do monastrol, caracterizou-se as mesmas por CLAE-EM/EM e avaliou-
se possiveis efeitos de supresséo ibnica ou aumento no sinal devido a analise
simultinea das mesmas empregando essa técnica analitica. As DHPMs
apresentaram um logP na faixa de 1,23 a 2,26, sendo o monastrol a molécula
menos lipofilica dentre as DHPMs investigadas. Foi possivel determinar o pka
apenas de uma das moléculas (LaSOM 63), o qual foi 4,0. As demais DHPMs
nao apresentaram uma curva sigmoide caracteristica de altera¢do na ionizacao
em fungdo da modificagcdo do pH na fase moével, ndo sendo possivel determinar
seus pkas. Os estudos em CLAE-EM/EM indicaram que seis DHPMs das oito
investigadas (LaSOM 70, 60, 63, 65, 115 e 61) podem ser analisadas
simultaneamente utilizando fase mével metanol:agua (80:20, v/v), com 0,1% de
acido acético, coluna Gemini® NX C18 e CLAE-EM/EM no modo MRM em
ESI+, sem interferéncia nos sinais espectrométricos devido a coeluicdo. Esses
resultados irdo auxiliar no desenvolvimento de métodos bioanaliticos para

aplicacdo em estudos de screening farmacocinético pré-clinico dessas DHPMs.

Palavras-chave: 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas; monastrol; logP, pka,
CLAE/UV; CLAE-EM/EM; Coeluicao.

52



1. Introducao

Com o avanco da quimica combinatoria e a utilizacdo do high throughput
screening (HTS) na fase de desenvolvimento de novos candidatos a farmacos,
pode-se sintetizar milhares de novas entidades quimicas (NEQ) com diferentes
grupamentos funcionais e estruturas quimicas e, também, realizar o screening
biolégico para receptores e atividades especificas em larga escala. Na etapa
de descoberta de novos farmacos, no entanto, o sucesso € alcancado quando
compostos com atributos desejados de seletividade, poténcia, especificidade e
biodisponibilidade, séo identificados (WALTERS et al., 1998; OHLSTEIN et al.,
2000).

O grande numero de NEQ disponivel para avaliacdo em fase pré-clinica,
gerado pelas novas metodologias de sintese, pode ter o screening
farmacodinamico automatizado por HTS, que é um método rapido, sensivel,
eficiente e com menores custos (MARTELL et al., 2013). No entanto, a
avaliacdo farmacocinética pré-clinica dessas NEQ, que em geral tem
caracteristicas estruturais semelhantes, ndo evoluiu na mesma velocidade.
Apesar de testes in vitro serem executados visando a investigacao de possiveis
metabdlitos e a permeacdo por monocamada de células, a determinacdo de
parametros farmacocinéticos que caracterizam o0s processos de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e eliminacdo (ADME) necessita de estudos in vivo.
Nos experimentos convencionais de farmacocinética utiliza-se um grande
namero de animais, coletam-se pelo menos sete amostras de sangue ap0s
administracdo da NEQ sob investigacédo, é desenvolvido e validado um método
bioanalitico para analise das amostras biol6gicas e realiza-se a avalia¢cdo nao-
compartimental e compartimental dos perfis plasmaticos gerados, visando a
determinacdo dos parametros farmacocinéticos. Essas etapas requerem um
longo tempo de execucéo e envolvem altos custos para se determinar a NEQ
gque apresenta caracteristicas desejaveis de ADME (ZHANG et al., 2012; FAN
& LANNOY, 2014).

Para acelerar a etapa farmacocinética pré-clinica de desenvolvimento de
novos farmacos, estratégias e técnicas tém sido desenvolvidas com a
finalidade de aumentar o rendimento no screening de NEQ através da reducao

do numero de animais utilizados, nUmero de amostras processadas e tempo de
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analise (SHAFFER et al., 1998; HAN et al., 2006; LI et al., 2013). Dentre estas
estratégias pode-se citar a utilizacdo de sample pooling de amostras, técnica
que analisa simultaneamente varios compostos em uma mesma corrida
bioanalitica utilizando métodos rapidos e seletivos de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) (OLAH et
al., 1997; LIU et al., 2008; BUETERS et al., 2011). Entretanto, antes de aplicar
a técnica de sample pooling em experimentos de farmacocinética de NEQ, é de
grande importancia avaliar a possibilidade de supresséo ibnica ou aumento de
sinal dos compostos analisados simultaneamente por CLAE-EM/EM. Esses
efeitos na ionizacdo ocorrem principalmente com moléculas que sé&o
estruturalmente semelhantes, apresentando transicdes dos ions precursor e
produto muito préximas, além da possibilidade de coeluicdo na coluna
cromatografica (TONG et al., 1999).

Na fase inicial de descoberta de candidatos a farmacos, busca-se
também conhecer as propriedades fisico-quimicas para poder identificar as
NEQ que apresentam adequadas caracteristicas de lipofilia, peso molecular e
ionizacdo. Estas condicdes estdo diretamente relacionadas com o
comportamento da substancia nos sistemas bioldgicos, fornecendo
informagdes sobre solubilidade, permeabilidade e absor¢cdo. Os parametros
fisico-quimicos de maior relevancia para o comportamento farmacocinético
sdo: o coeficiente de particdo n-octanol/agua (logP), que expressa a tendéncia
de distribuicdo da molécula em sistemas aquosos e nao-aquosos, € 0
coeficiente de ionizacdo (pka), que traduz o grau de contribuicdo relativa das
espécies ionizadas e nado-ionizadas (KERNS & DI, 2003; WATERBEEMD &
GIFFORD, 2003; LIPINSKI et al., 2012). Estas informacfes também podem
auxiliar no desenvolvimento de métodos bioanaliticos, pois orientam a escolha
de solventes para preparacdo das amostras em solugdo e para extracdo do
analito de matrizes bioldgicas, além da composi¢do da fase movel, objetivando
reduzir o tempo de retencdo das NEQ analisadas na coluna cromatogréfica e
dos aditivos que auxiliam na ionizagéo (TEIJLINGEN et al., 2012).

As 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas (DHPMs) (Figura 1) s&o
amplamente investigadas por apresentarem diversas atividades biologicas,
dentre essas a antitumoral. O monastrol, identificado como NEQ promissora,

atua na inibicdo da motilidade mitotica da proteina Eg5, alvo importante no
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tratamento do cancer (MAYER et al., 1999; YAN et al., 2004). Duas séries (tio e
oxo) de DHPMs foram sintetizadas pelo Laboratorio de Sintese Orgéanica
Medicinal da Faculdade de Farméacia da UFRGS (LaSOM), tendo como
molécula referéncia o0 monastrol. As atividades antitumorais destas DHPMs
foram investigadas in vitro, contra linhagem celular de glioma humano e
murino, e in vivo em modelo de Sarcoma-180 em camundongos. Ambos
estudos indicaram resultados promissores para essas NEQ (RUSSOWSKY et
al., 2006; CANTO, 2009; CANTO et al., 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica geral das 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas
investigadas (CANTO et al., 2011).

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi determinar
experimentalmente as principais propriedades fisico-quimicas, logP e pka, das
duas séries de DHPMs sintetizadas pelo LaSOM (Tabela 1). Além disso, avaliar
e caracterizar possiveis efeitos de supresséao idnica ou aumento no sinal devido
a analise simultanea dos compostos em CLAE-EM/EM. Esses estudos poderéo
ser utilizados no desenvolvimento de métodos bioanaliticos para avaliacao
simultanea de vérias dessas NEQ em estudos farmacocinéticos pré-clinicos
que utilizem a estratégia de pool de amostras.
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Tabela 1. Caracteristicas estruturais das DHPMs sintetizadas pelo LaSOM
seguindo o esquema da Figura 1.

DHPMs Ar X
Monastrol 3-HO-CgH4 S
LaSOM 60 CesHs S
LaSOM 62 4-F-CgHq4 S
LaSOM 63 4-(Me),N- CgHy S
LaSOM 65 3-0,2N-CgH4 S
LaSOM 67 3-0O,N-CgH4 O
LaSOM 70 CsHs O
LaSOM 115 3-F-CeH4 S

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e Solventes

As DHPMs investigadas (Tabela 1) foram sintetizadas pelo LaSOM,
situado em Porto Alegre-RS. Nifedipino foi comprado na Farmacia Magistral
FitonFarma (Porto Alegre-RS). Anilina, acetanilida, fenol, nitrobenzeno, anisol,
difenilamina, naftaleno e tiouréia foram procedentes da Merck (KGaA,
Alemanha). Tampéo fosfato de sodio, tampédo carbonato de sdédio e tampao
acetato foram preparados a partir de reagentes da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Metanol e acetonitrila, ambos grau HPLC, foram adquiridos da Tedia
(Farfield, EUA), &cido acético da Merck (KGaA, Alemanha) e acido férmico 99-
100% da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A 4gua deionizada foi obtida em

sistema Milli-Q (Millipore Corporation).

2.2. Determinacao do Coeficiente de Particdo (logP) das DHPMs por
CLAE/UV

2.2.1. Principio do método

O coeficiente de particdo (logP) dos compostos testados foi determinado

seguindo o guia da OECD/2004 (Organisation for Economic Co-operation and
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Development). O método correlaciona o fator de capacidade, que representa o
tempo em que o composto permanece retido na fase estacionaria em relacdo
ao tempo em que migra na fase movel do sistema, com o logP de substancias
referéncias recomendadas pelo guia. O fator de capacidade (k) pode ser
determinado pela Eq. 1:

_tr—t0
t0

k Eqg. 1

sendo t, o tempo de retengcdo do composto na coluna e t, 0 tempo morto da
coluna, o qual é determinado através da injecdo de uma substancia altamente
polar que ndo sofre retencdo na coluna cromatogréfica.

O guia da OECD/2004 indica o uso de colunas de fase reversa, na qual
a fase estacionaria é apolar e a fase moével € polar. Assim compostos que
eluem rapidamente apresentam caracteristicas hidrofilicas, por ter maior
afinidade pela fase movel, e compostos lipofilicos eluem por ultimo, por
permanecerem mais tempo retidos na coluna.

O logP do analito testado pode ser calculado pela insercédo de seu logk
na equacao da reta, determinada por regresséo linear, gerada pelo grafico logP
versus logk das substéncias referéncia, conforme mostrado na Eq. 2:
logP =a+bxlogK Eqg. 2

sendo “a” e “b” os coeficientes de regressao linear.

2.2.2. Preparacao das amostras

As solucbes de DHPMs foram preparadas individualmente em
metanol:dgua (50:50; v/v) na concentracao de 500 pug/mL e diluidas a 4 pg/mL
para injecdo no cromatografo. As solucbes estoques das substancias anilina,
acetanilida, fenol, nitrobenzeno, anisol, difenilamina, naftaleno e da tiouréia
foram preparadas em metanol puro e as diluicbes em metanol:dgua (50:50;
v/v), na mesma concentracdo que os compostos investigados.

A fim de escolher a faixa de logP e as substancias referéncias para o

experimento, os coeficientes de particio das DHPMs foram estimados
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utilizando-se o software ChemDraw® Ultra 8.0 (Chemical Structure Drawing
Standard) do ChemOffice 2004 (Cambridge Soft Corporation, EUA).

2.2.3. Condicdes Cromatograficas

A determinacdo do logP das DHPMs foi realizada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu®, equipado com controlador do
tipo SCL-10A, auto-injetor SIL-10AD e detector de fotodiodo SPD-M10A. A
separacéo analitica foi realizada em coluna Shimadzu® C18 (150 mm x 4,6 mm
i.d., tamanho de particula de 5 pum) com eluicdo isocratica da mistura de
metanol:agua (60:40; v/v), vazao de 0,6 mL/min e volume de injecdo de 30 pL.
O comprimento de onda de 210 nm foi utilizado na deteccéo, de acordo com as
indicagdes do guia OECD/2004. A tiouréia foi utilizada para determinacdo do
tempo morto da coluna. Todas as analises foram feitas em duplicata, em dois

dias diferentes, pelo mesmo operador.

2.3. Determinagao da Constante de lonizac¢do (pka) por CLAE/UV

2.3.1. Principio do método

O método utilizado para determinacdo do pka correlaciona o fator de
capacidade (equacédo 1) com o pH da fase mével. A variacdo do pH no sistema
faz com que o composto altere seu tempo de retencdo devido a mudanca na
quantidade média das fracdes ionizadas e ndo-ionizadas de grupamentos
acidos e basicos da molécula (JANOS, 2004; ERDEMGIL et al., 2007;
GALAON & DAVID, 2012). O grafico sigmoéide, caracteristico de dependéncia
dos fatores, k versus pH da fase movel, possibilita a determinacéo do pka pela

sigmaoide de Boltzmann (Eq. 3) gerado por regressédo nao-linear:

(Al- A2)

Y =A2+ +exp((X;XO)) Eq. 3
X

sendo o ponto de inflexdo (x0) da curva sigmdide o valor de pka do composto.
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2.3.2. Preparacao das amostras

As solucdes estoques de DHPMs e tiouréia foram preparadas
individualmente em acetonitrila pura e metanol puro, respectivamente, na
concentracdo de 100 pg/mL e diluidas a 4 pg/mL em metanol:agua (50:50; v/v)
para injecdo no cromatdgrafo.

De modo geral, o sistema tampédo é eficiente quando esta entre uma
unidade de pH acima ou abaixo do pka do composto investigado. Como 0s
compostos foram avaliados em uma ampla faixa de pH, de 1,5 a 11,5, a
escolha do tampé&o foi feita pela anélise do pka de cada par conjugado &cido-
basico do tampdo. Para isso trés sistemas tampao, a 10 mmol/L, foram
preparados neste experimento: fosfato (pka; = 2,12, pka, = 7,21, pkaz = 12,32),
carbonato (pka, = 10,40) e acetato (pka = 4,80), cada um abrangendo uma
faixa de pH. Os tampdes foram preparados em agua deionizada e o pH foi
ajustado em potencidometro juntamente com a propor¢do de metanol da fase

movel.

2.3.3. Condic¢des cromatograficas

A determinacdo do pka foi realizada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Waters®, equipado com controlador de bomba do tipo Waters 600,
auto-injetor 717 Plus-Waters e detector de fotodiodo Waters 2487. A separacéo
analitica foi obtida em coluna Gemini® NX C18 (150 mm x 4,6 mm i.d., tamanho
de particula de 5 pum) com eluicdo isocratica da mistura de metanol:agua
(60:40; v/v), vazédo de 1 mL/min e volume de injecéo de 30 puL. O comprimento
de onda de 210 nm foi aplicado quando os tampdes utilizados foram fosfato e
carbonato. Para o tampao acetato, aplicou-se o comprimento de onda de 303
nm, devido as interferéncias observadas. A tiouréia foi utilizada para

determinacao do tempo morto da coluna.
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2.4. Avaliagao da Influéncia da Coeluicdo no Sinal das DHPMs Analisadas
por CLAE-EM/EM

2.4.1. Caracterizagao das DHPMs por CLAE-EM/EM

As condicbes de ionizacdo foram otimizadas para melhor monitorar as
transicbes dos fragmentos dos ions precursor e produto de cada DHPM e
nifedipino (padrdo interno - PI). Os compostos foram preparados
individualmente em acetonitrila:agua (50:50, v/v), com 1% de acido férmico, a
concentragdo de 2 pg/mL, para infusdo direta no espectrometro de massas
com o auxilio de uma bomba de seringas (Harvard PHD 2000) na vazao de 10
puL/min. Os seguintes parametros de ionizacdo foram ajustados: voltagem do
cone e do capilar, energia de colisdo e do cone extrator. As temperaturas da
fonte e do gas de dessolvatacdo foram mantidas a 120 °C e 350 °C,
respectivamente. As andlises foram feitas em electrospray no modo positivo
(ESI+).

2.4.2. Preparagao das amostras

As solugcbes estoques de DHPMs e nifedipino foram preparadas
individualmente na concentragdo de 100 pg/mL em acetonitrila, pesando-se 1
mg de cada composto em um baldo volumétrico de 10 mL. DiluicGes
posteriores foram feitas em acetonitrila:adgua (50:50, v/v). Solucdes individuais
de 10 ng/mL de cada DHPM e 500 ng/mL do PI foram preparadas a partir de
solucdes intermediarias provenientes da solucdo estoque. As DHPMs foram
misturadas em solucdo e ajustadas para que um dos compostos estivesse na
concentracdo de 1 pg/mL e os demais na concentracdo de 10 ng/mL, além do
nifedipino & 500 ng/mL. Os compostos foram misturados e ajustados para estar
nas concentragcdes de 10 ng/mL ou 1 pg/mL e 500 ng/mL (Nifedipino) em

solugéo.

2.4.3. Condi¢cdes cromatograficas

Foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu® equipado com um sistema

controlador SCL-10A, auto-injetor SIL-10AD e acoplado em tandem a
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espectrometro de massas (EM) Quattro LC Micromass® com software de
aquisicao de dados Masslynx™ 3.5 (Global Mass-Informatics). Para separagéo
cromatogréfica dos compostos, utilizou-se uma coluna Gemini® NX C18 (150
mm x 4.6 mm i.d., tamanho de particula de 5 um). Fase maovel constituida de
metanol:agua (80:20; v/v) e acidificada com 0,1% de é&cido acético, vazdo de

0,45 mL/min, volume de injecdo de 10 pL e temperatura do forno de 30 °C.

2.4.4. Avaliacdo da supressédo idnica ou ampliacdo do sinal espectrométrico

Para avaliagdo dos efeitos de aumento ou supresséo i6nica devido a
coeluicdo das DHPMs e PI, inicialmente os compostos foram preparados em
solucéo, separadamente, nas concentracdes de 10 ng/mL e 500 ng/mL (PI) e
injetados no CLAE-EM/EM.

Em um segundo momento, foi preparada uma solu¢cdo contendo a
mistura das DHPMs, estando uma delas na concentracdo de 1 pg/mL e as
demais a 10 ng/mL, além do Pl a 500 ng/mL. Comparou-se a area do sinal
espectrométrico de massas dos compostos sozinhos em solucdo, na
concentragdo de 10 ng/mL, e na mistura, também a 10 ng/mL e com uma das
DHPMs a 1 pg/mL, para determinacdo de possiveis influéncias no sinal de
ionizacdo. Escolheu-se analisar os compostos em seu limite de quantificacao
(10 ng/mL), pois quando se utiliza a estratégia de sample pooling em um
experimento de farmacocinética, nem sempre 0s compostos combinados irdo
apresentar as mesmas concentracdes plasmaticas em determinado tempo de
coleta. O LaSOM 62 e o LaSOM 115 foram analisados em misturas diferentes,
por apresentarem a mesma m/z do ion precursor e também por coeluirem no

mesmo tempo de retencdo. As avaliagdes foram feitas em duplicata.

3. Resultados e Discusséao

3.1. Determinacéo do logP

Os coeficientes de particdo das substancias referéncia escolhidas estéo

apresentados na Tabela 2, assim como os valores de logP previstos para as
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DHPMs utilizando o software ChemDraw®. Com base nos valores de logP
estimado pelo software, entre 0,54 e 2,25, foram selecionadas substancias
referéncia com logP entre 0,9 a 3,6 para a constru¢cao da curva padrao logP

versus logk.

Tabela 2. Valores de coeficiente de particdo das substancias referéncia e
das DHPMs investigadas, de acordo com o guia da OECD/2004 e
estimados pelo programa computacional ChemDraw, respectivamente.

Substéncias Referéncia logP DHPMs logP tedrico
Anilina 0,9 LaSOM 70 0,54
Acetanilida 1,0 LaSOM 67 1,07
Fenol 15 Monastrol 1,57
Nitrobenzeno 1,9 LaSOM 65 1,58
Anisol 2,1 LaSOM 60 1,96
Difenilamina 3,4 LaSOM 62 2,12
Naftaleno 3,6 LaSOM 115 2,12
LaSOM 63 2,25

O tempo morto médio da coluna foi determinado através da injecdo de
tiouréia no sistema cromatografico, sendo de 2,9 min. O fator de capacidade de
cada substancia referéncia foi calculado pela equacédo 1 para construcdo da

curva padrao logP versus logk (Tabela 3).

Tabela 3. Valores dos fatores de capacidade e logk calculados a partir dos
dados de tempo de retencdo médio das substancias.

Substancias Referéncia tr médio (min)* k** logk
Tiouréia 2,9

Anilina 4,2 0,470 -0,328
Acetanilida 4,3 0,518 -0,286
Fenol 4,7 0,628 -0,202
Nitrobenzeno 7,5 1,599 0,204
Anisol 10,4 2,616 0,418
Difenilamina 24,8 7,582 0,880
Naftaleno 31,5 9,912 0,996

*Analises feitas em duplicata; **Calculado utilizando a equacgédo 1 (ver texto).
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Os valores de logP experimentais das DHPMs, apresentado na Tabela
4, foram calculados através da equacdo de regressdo linear da curva padrédo
preparada com os dados do logk da Tabela 3. Para garantir a confiabilidade e
repetibilidade do método, o logP foi determinado em duplicata e em dias

diferentes, sob as mesmas condi¢cdes experimentais e pelo mesmo operador.

Tabela 4. Valores de logP determinados experimentalmente por CLAE/UV.

DHPMs trmédio logP trmédio logP
(min) experimental (min) experimental

meédio médio

Dia 1° Dia 2P

(n=2) (n=2)

LaSOM 70 6,9 1,87 6,6 1,86
LaSOM 67 7,1 1,92 6,8 1,90
Monastrol 4,8 1,24 4,6 1,22
LaSOM 65 8,0 2,07 7,6 2,06
LaSOM 60 7,7 2,02 7,3 2,00
LaSOM 62 8,7 2,18 8,5 2,20
LaSOM 115 8,8 2,19 8,6 2,22
LaSOM 63 9,2 2,25 9,0 2,27

®Equacdo de regressao linear utilizada para o calculo logP do dia 1: logP = 1,9343x + 1,5924
(r2= 0,9699); quuac;éo de regressao linear utilizada para calculo logP dia 2: logP = 1,9518x +
1,635 (r2= 0,9698); experimentos em duplicata a cada dia.

O método de determinacéo do logP por CLAE/UV mostrou-se preciso e
confiavel, apresentando uma variacdo média de 0,1 unidade para cada
molécula entre os dois dias testados. Os resultados experimentais de logP
foram semelhantes aos estimados pelo programa ChemDraw® para os valores
de logP mais elevados, como pode ser visualizado na Figura 2. A correlacéo

entre valores de logP estimado e experimental foi 0,447.
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Figura 2. Correlacdo dos valores de logP das DHPMs obtidos
experimentalmente, por CLAE/UV, e estimados pelo programa
computacional ChemDraw®.

As NEQ investigadas apresentaram um logP experimental médio na
faixa de 1,23 a 2,26, sendo o monastrol e o LaSOM 63 as DHPMs que
apresentaram caracteristicas menos e mais lipofilicas, respectivamente. Assim,
observa-se que alteragcées nos grupamento X e R (Figura 1), causaram um
aumento na lipofilicidade das DHPMs, quando comparado ao precursor
monastrol. As alteracdes inseridas nas séries tio e oxo, no entanto, causaram
poucas diferencas na lipofilia dessas moléculas, ficando todas com a
classificacao de logP moderado (faixa entre logP 0 a 3), de acordo com KERNS
& LI (2008). De acordo com a Regra de Lipinski, um logP < 5 é indicado para
as moléculas apresentarem uma boa absorcdo gastrintestinal e atravessar as
membranas bioldgicas por difusdo passiva (LIPINSKI et al., 1997), logo, pode-
se afirmar que as DHPMs estudadas apresentaram um logP moderado e
adequado em relacdo a absorc¢ao pelo epitélio intestinal.

3.2. Determinacéo do pka

A cromatografia em fase reversa foi escolhida para a determinacdo do
pka por ser uma técnica que possibilita a analise de compostos pouco soluveis
em agua, sendo possivel utilizar outro solvente, como acetonitrila, para

preparacdo das amostras, além de requerer pouca quantidade da NEQ a ser
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analisada (BARTOLINI et al., 2002). O principio deste método est4 baseado em
correlacionar o fator de capacidade do composto com o pH da fase movel,
sendo observada uma alteragcdo nas fracdes ionizada e nao-ionizada da
molécula através da mudanca no tempo de retencdo conforme a variagcdo do
pH no sistema. Um fator de capacidade elevado indica uma eluicdo demorada
da coluna cromatogréfica devido a maior afinidade pela fase estacionaria.

Na faixa de pH investigada neste estudo, de 1,5 a 11,5, apenas o
LaSOM 63 apresentou uma curva sigmoéide que caracteriza a dependéncia do
fator de capacidade do pH da fase movel. O calculo do pka, a partir da
sigmaoide de Boltzmann, foi determinado com o auxilio do programa GraphPad
Prism® versdo 5.0. O valor do pka encontrado foi de 4,0, com intervalo de
confianca de 95% e coeficiente de determinacédo (r°) de 0,9974, indicando um
bom ajuste dos dados. Todas as demais NEQ apresentaram pequenas
alteracbes no fator de capacidade com a variacdo do pH (Figura 3). Esse
comportamento semelhante a um platd, demonstrado por todas as DHPMs
investigadas, exceto LaSOM 63, pode ser devido a faixa de pH testada, que
nao foi ampla o suficiente para observar o pka dessas moléculas ou indicar que
essas NEQ estdo com os grupamentos ionizados. Cabe ressaltar que a faixa
de pH investigada foi escolhida com base na especificacOes de estabilidade da
coluna cromatogréfica utilizada. Uma nova investigacdo do pka dessas
DHPMs, utilizando coluna cromatogréafica estavel em pHs acima de 11,5,

podera determinar qual dessas hipéteses € verdadeira.
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Figura 3. Determinacdo do pka por CLAE/UV. As curvas mostram a
alteracdo no fator de capacidade das DHPMs investigadas conforme
variacdo no pH na faixa de 1,5 a 11,5, utilizando-se coluna Gemini® NX
C18 (150 mm x 4.6 mm i.d., tamanho de particula de 5 um) e fase movel
composta de metanol:agua (60:40, v/v).

3.3. Avaliacdo dos Efeitos de Supressédo I6nica ou Aumento de Sinal das
DHPMs Analisadas por CLAE-EM/EM

3.3.1. Caracterizacdo das DHPMs e PI

As razdes massa/carga (m/z) dos ions precursor e produto das NEQ
investigadas (Tabela 5) foram determinadas por infusédo direta, utilizando ESI+
e modo de monitoramento de reacBes mdultiplas (MRM). Este modo de
aquisicdo dos espectros foi empregado para possibilitar o0 monitoramento e a
quantificacdo, com alta especificidade e bom sinal/ruido, de compostos que
coeluem em uma mesma corrida analitica. O intervalo de varredura (dwell time)
foi de 0,50 seg. A energia do capilar e cone extrator foram otimizadas em 3,30
Kv e 3 V, respectivamente. A voltagem do cone e a energia de colisdo sao
parametros caracteristicos e especificos de cada molécula, portanto foram
ajustados individualmente para as DHPMs (Tabela 5). Os espectros de cada

uma das DHPMs pode ser vista no Anexo 1.
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Tabela 5. Caracteristicas dos parametros de ionizagdo e de cromatografia
das DHPMs e padréao interno analisados por CLAE-EM/EM.

Transicao Voltagem | Energiade tr
DHPMs m/z do cone coliséo (min)
(V) (eV)

LaSOM 70 260,69>171,5 30 20 4,43
LaSOM 67 305>216,9 30 20 4,43
Monastrol 292>188 30 20 4,01
(LaSOM 61)

LaSOM 65 322>176 35 25 4,52
LaSOM 60 277>171,5 30 20 4,61
LaSOM 62 294>189,6 25 20 4,62
LaSOM 115 294,73>189,7 35 20 4,61
LaSOM 63 319,16>165,29 40 20 4,52
Nifedipino (PI) | 346,80>315,07 15 10 4,92

3.3.2. Avaliacéo da Influéncia da Coeluicdo no Sinal da lonizagao

Os ensaios da avaliagdo da influéncia no sinal de ionizacao, devido a
coeluicdo das DHPMs, foram adaptados com base em estudo publicado por
Tong e colaboradores (1999). O monastrol sera identificado como LaSOM 61,
nesta secdo, a fim de facilitar a visualizacdo dos resultados.

O comportamento de cada composto foi avaliado individualmente através da
analise da area do sinal espectrométrico de massas, quando analisado sozinho
ou em mistura com as demais DHPMs e PI, conforme apresentado na Figura 4.
E possivel observar que os LaSOM 65 (Fig. 4A), LaSOM 67 (Fig. 4B), LaSOM
70 (Fig. 3C) e LaSOM 63 (Fig. 3G) nao sofreram aumento ou diminuicdo
significativos no sinal, quando combinados em solu¢cdo com as demais DHPMs.
No entanto, os LaSOM 60 (Fig. 3D), LaSOM 61 (Fig. 3E) e LaSOM 62 (Fig. 3F)
comportaram-se de maneiras diferentes na presenca de outras DHPMs que
estavam em altas concentragfes. O LaSOM 60 aumentou mais de duas vezes
a area do sinal na presenca do LaSOM 67. Por outro lado, o LaSOM 62 teve
um aumento significativo no sinal principalmente na presenca de LaSOM 61. O
LaSOM 61 sofreu influéncia significativa na area do sinal na presenca de todos

0S COMpostos, quando estes estavam em altas concentragﬁes.
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Figura 4. Area do sinal espectrométrico de massas do LaSOM 65 (A), LaSOM 67 (B), LaSOM 70 (C), LaSOM 60 (D) em
solucdo, quando injetados isolados na concentracdo de 10 ng/mL e em mistura com as demais DHPMs. Para andlise das
misturas, um dos LaSOMs foi mantido em alta concentracao (1 pug/mL, indicado pelo simbolo +) e os demais a 10 ng/mL.
Valores representados como média + DP (n = 2/composto).
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Figura 4. Continuacao ...Area do sinal espectrométrico de massas do monastrol (LaSOM 61) (E), LaSOM 62 (F) e LaSOM 63
(G) em solucgéo, quando injetados isolados na concentracdo de 10 ng/mL e em mistura com as demais DHPMs. Para analise
das misturas, um dos LaSOMs foi mantido em alta concentracao (1 pg/mL, indicado pelo simbolo +) e os demais a 10 ng/mL.
Valores representados como média £ DP (n = 2/composto).
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Com a finalidade de avaliar, se a causa do aumento na resposta de ionizacéo
do LaSOM 61 era devido somente a alta concentracdo das demais DHPMs em
associacdo ou a presenca de muitos compostos em uma mesma solucao,
procedeu-se a reandlise do LaSOM 61 com um menor numero de compostos
na mesma amostra. Pode-se observar na Figura 5 que o LaSOM 61 nao sofreu
alteracdo na area do sinal quando combinado aos LaSOM 60, LaSOM 115,
LaSOM 65 e LaSOM 63. Os compostos LaSOM 65, LaSOM 60, LaSOM 63 e
LaSOM 115 também foram avaliados em associa¢cdo com o Lasom 61 em alta
concentracdo. Pode-se observar que o LaSOM 65 sofreu um aumento na
ionizagao quando os compostos LaSOM 61 e LaSOM 63 estavam presentes na
mesma solucao (Figura 6).
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Figura 5. Area do sinal espectrométrico de massas do Lasom 61 sozinho
(10 ng/mL) em solugdo e em associagdo com LaSOM 60, LaSOM 115,
LaSOM 65 e LaSOM 63 na concentracdo de 1 pg/mL (DHPM nesta
concentracdo indicada pelo simbolo +). Valores representados como média
+ DP (n = 2/composto).
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Figura 6. Area do sinal espectrométrico de massas do LaSOM 65, LaSOM
60, LaSOM 63 e LaSOM 115 sozinhos em solugdo (10 ng/mL) e em
associacdo com LaSOM 61 (1 pg/mL, indicado pelo simbolo +). Valores
representados como média + DP (n = 2/composto).
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O padréao interno ndo sofreu influéncia em sua ionizacdo quando
combinado com as DHPMs na concentragédo de 1 ug/mL.

Com base nestes dados, € possivel indicar quais DHPMs podem ou
nao serem analisadas simultaneamente na mesma corrida
analitica/bioanalitica. O LaSOM 61 (monastrol) pode ser combinado com todas
as DHPMs investigadas, exceto com o LaSOM 62. Ambas NEQ sofreram um
aumento em suas ionizacdes, quando foram analisadas em mistura. O LaSOM
60 ndo deve ser analisado simultaneamente com o LaSOM 67, pois sofreu um
aumento no sinal de ionizacdo quando combinado com esta DHPM. Nao se
observou, para as outras DHPMs, incluindo LaSOM 115, influéncia no sinal

devido & combinacdo em uma mesma solugéo.

4. Conclusodes

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de NEQ, em fase
de descoberta de farmacos, utilizando técnicas experimentais como
cromatografia em fase reversa, auxilia na previsdo do comportamento desses
compostos durante o desenvolvimento de métodos analiticos e bioanaliticos.
As DHPMs investigadas apresentaram um logP experimental médio
classificado como moderado, na faixa de 1,23 a 2,26, indicando que em
estudos farmacocinéticos pré-clinicos devem apresentar moderada a boa
absorcdo no trato gastrintestinal. O pka experimental determinado para o
LaSOM 63 foi de 4,0. Essa foi a Unica DHPM passivel de ter o pka calculado,
pois as outras NEQ ndo apresentaram uma curva sigméide na faixa de pH
avaliada. Os dados de coeluicdo indicaram que o monastrol, LaSOM 70,
LaSOM 65, LaSOM 63, LaSOM 115 e LaSOM 60 podem ser quantificados
simultaneamente utilizando o mesmo método analitico ou bioanalitico sem que
haja interferéncia no sinal de ionizacdo. Esses resultados irdo facilitar o
desenvolvimento de métodos bioanaliticos para estudos de farmacocinética

pré-clinica utilizando a estratégia de pool de amostras.
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Resumo

Um método bioanalitico por CLAE-EM/EM foi desenvolvido e validado
para quantificacdo simultanea de trés 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas
(DHPM), denominadas LaSOM 60, LaSOM 65 e LaSOM 70, compostos
derivados do monastrol, que apresentaram atividade promissora contra
linhagens celulares de glioma humano e murino. O método desenvolvido foi
seletivo para quantificacdo das DHPMs e do padrao interno (nifedipino), preciso
e exato na faixa de 10-1000 ng/mL para cada DHPM. A limpeza das amostras
de plasma deu-se por precipitacdo de proteinas com acetonitrila, obtendo-se
alta recuperacao para os trés compostos. O método bioanalitico foi aplicado no
screening farmacocinético pré-clinico das DHPMs bem como para avaliagdo da
distribuicdo cerebral das mesmas. Perfis de concentracdo plasmatica por
tempo apos dose oral de 10 mg/kg de cada LaSOM (n = 3/grupo), foram
avaliados por abordagem nao-compartimental para determinagcdo dos
parametros farmacocinéticos. Os compostos apresentaram uma meia-vida
curta, ente 1 e 3 h, clearance (CL/F) (LaSOM 60 = 9,8 £ 1,9 L/h/kg; LaSOM
65 =1,7 + 1,4 L/h/kg; LaSOM 70 = 5,46 = 1,86 L/h/kg) e volume de distribuicéo
(Vd/F) variados (LaSOM 60 = 43,0 £ 22,0 L/kg; LaSOM 65 = 4,8 + 3,6 L/kg;
LaSOM 70 = 8,48 + 2,77 L/kg). Os parametros determinados para o LaSOM 65
foram semelhantes aos relatados previamente na literatura em estudo
farmacocinético convencional. LaSOM 70 apresentou a maior penetracao
cerebral, com uma relagcé&o concentracao tecido/concentracao plasma de 0,37 *
0,06 1 hora ap0s dose i.v. de 1 mg/kg. Os resultados indicam que a estratégia
de rapid PK e cassette analysis empregadas nesse trabalho sdo adequadas
para investigacdo de séries de novas entidades quimicas, tornando os estudos
farmacocinéticos pré-clinicos mais rapidos, menos dispendiosos e com
utilizacdo de menor numero de animais. Os resultados farmacocinéticos
sugerem que nenhuma molécula apresenta caracteristicas de penetracédo
cerebral adequadas para seguir na investigagdo como agente antitumoral para

o tratamento do glioma.

Palavras-chave: Diidropirimidinonas; CLAE-EM/EM; screening

farmacocinético; pool de amostras; distribuicao cerebral.
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1. Introducao

As 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas (DHPMs) sdo uma classe de
compostos sintéticos amplamente investigados, pois apresentam diversas
atividades biologicas, dentre estas a antitumoral (MAYER et al., 1999). O
monastrol (Figura 1) foi a primeira molécula dessa classe a ser descoberta,
apresentando atividade antitumoral promissora por inibicdo da motilidade
mitética da proteina cinesina Eg5, sendo este um alvo terapéutico de grande
interesse no tratamento do cancer (MAYER et al., 1999; YAN et al., 2004).

A partir do monastrol, uma série de DHPMs foi sintetizada no Laboratério
de Sintese Orgéanica Medicinal (LaSOM) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e atividades contra linhagens celulares de glioma humano
(U138-MG) e murino (C6) foram investigadas. Atividades citotoxica e
antiproliferativa foram observadas para algumas dessas novas entidades
quimicas (NEQ), dentre elas os LaSOM 60, LaSOM 70 e LaSOM 65 (Figura 1).
O LaSOM 65 apresentou uma inibicdo mais acentuada no crescimento das
linhagens U138-MG e C6, quando comparado ao monastrol. LaSOM 60 e
LaSOM 70 inibiram o crescimento em ambas linhagens celulares, com efeito
semelhante ao apresentado pelo monastrol, de 35-44 % (CANTO et al., 2011).
Em funcdo da melhor atividade in vitro do LaSOM 65, o mesmo foi investigado
em modelo de glioma de células tumorais asciticas in vivo, ndo tendo
apresentado atividade (STUEPP, 2011). A investigacdo farmacocinética em
ratos dessa NEQ mostrou uma meia-vida de 1,75 + 0,71 h, um volume de
distribuicdo de 1,76 + 0,24 L/kg, um clearance de 0,85 £ 0,18 L/h/kg e uma
baixa penetracdo cerebral (TORRES et al., 2014), justificando a auséncia de
atividade no modelo de glioma in vivo. No modelo de Sarcoma 180 em
camundongos, LaSOM 65 apresentou inibicdo de 76,0 £ 0,13 % do tumor, 8
dias apds a administracdo de dose Unica de 90 mg/kg pela via intraperitonial,
sendo essa inibicdo maior do que a apresentada pelo monastrol (53,0 = 0,14
%) (CANTO et al.,, 2011). LaSOM 60 e LaSOM 70 ndo foram investigados

nesse modelo. A farmacocinética dessas duas NEQ também né&o é conhecida.
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NO,

Figura 1. Estruturas moleculares do Monastrol (A), LaSOM 60 (B), LaSOM
70 (C) e LaSOM 65 (D).

Visando realizar a investigacdo farmacocinética pré-clinica de NEQ
promissoras em ensaios in vitro de maneira mais eficiente, com baixo custo e
utilizando menor niumero de animais, estratégias de screening rapido tém sido
adotadas pela industria farmacéutica e descritas na literatura (LIU et al., 2008;
LI et al., 2013). Essas estratégias objetivam evitar que, ao final da avaliacdo
farmacocinética pré-clinica convencional, que é morosa e dispendiosa, a NEQ
sob investigacdo seja descartada por ndo apresentar propriedades de
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME) adequadas. Entre as
estratégias para screening farmacocinético citadas na literatura, tém-se o rapid
PK, a qual se assemelha a avaliacdo convencional. Nessa estratégia duas vias
de administracdo, intravenosa e oral, sdo avaliadas, utiliza-se trés animais por
grupo experimental e seis coletas de sangue séo realizadas até 24 h apés a
administracdo. Para quantificacdo, faz-se um pool de amostras de plasma
(sample pooling) do mesmo tempo de coleta dos trés animais que receberam a
mesma entidade quimica visando reduzir o numero de amostras para analise.
Apesar do rapid PK possibilitar a determinacdo de todos os parametros
farmacocinéticos, as informacbes sobre variabilidade inter-individual séo
perdidas devido ao pool de amostras de plasma (LI et al., 2013). Na estratégia

de cassette analysis, 0 pool de amostras de plasma também é realizado, porém
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de amostras do mesmo tempo de coleta e de diferentes animais e NEQ (HAN
et al., 2006; LIU et al., 2008; LI et al., 2013). A obtencdo de dados de
variabilidade inter-individual torna a estratégia de cassette analysis vantajosa,
possibilitando a determinacdo de parametros farmacocinéticos completos na
dependéncia dos tempos de coleta de amostras de sangue.

Com base no exposto, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar
um método bioanalitico em cromatdgrafo liquido acoplado a espectrdmetro de
massas (CLAE-EM/EM) para quantificacdo simultanea de trés DHPMs: LaSOM
60, LaSOM 70 e LaSOM 65, e avaliar a farmacocinética pré-clinica desses
compostos aplicando as estratégias de rapid PK e cassette analysis. Em
funcdo da atividade antiglioma observada in vitro para essas moléculas, a

distribuicdo cerebral também foi investigada.

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e Solventes

As DHPMs investigadas (Figura 1) foram sintetizadas pelo LaSOM
(Faculdade de Farmacia da UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil). Nifedipino
(padrdo interno — PI) foi adquirido na Farméacia Magistral FitonFarma (Porto
Alegre - RS). Acetonitrila grau HPLC e acido acético foram obtidos da Tedia
(Farfield, EUA) e J.T.Baker (EUA), respectivamente, e agua deionizada em

sistema Milli-Q (Millipore Corporation).

2.2. Condic6es Cromatograficas em CLAE-EM/EM

Utilizou-se sistema de cromatografia liquida Agilent 1260 (Agilent,
Alemanha) acoplado a espectrémetro de massas AB Sciex 5500 QTRAP triplo
quadrupolo (ABSciex, Alemanha). A separacao cromatografica foi realizada em
coluna Poroshell 120 EC-C18 (50 mm x 3,0 mm, tamanho de particula de 2,7
pm) acoplado a pré-coluna Phenomenex. A fase movel com eluicdo por

gradiente foi constituida de agua (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,1%
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de &cido acético, na vazao de 0,6 mL/min com 2 min de tempo de equilibrio. A
eluicdo por gradiente iniciou com 10% de B aumentando para 90% em 1 min e
se mantendo por 2 min. A temperatura do forno da coluna foi ajustada para 40
°C e volume de amostra de 2 uL foram injetados.

No espectrometro de massas utilizou-se o modo de monitoramento de
reacoes multiplas (MRM) com intervalo de varredura (dwell time) de 30 ms e
voltagem do capilar de 55 kV em modo electrospray positivo (ESI+). O
nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizac&o e colisdo, sendo a temperatura
ajustada para 700 °C. As transi¢cdes m/z monitoradas foram: 277,185 > 172,100
(LaSOM 60), 261,210 > 172,100 (LaSOM 70), 322,201 > 217,100 (LaSOM 65)
e 347,103 > 315,100 (nifedipino).

2.3. Preparagdo das Amostras em Solucéo

Solugdes estoque das DHPMs e do Pl foram preparadas separadamente
na concentracdo de 100 pg/mL, pesando-se 1 mg em baldo volumétrico de 10
mL completando-se o volume com acetonitrila. As solucdes estoque foram
mantidas a -20 °C. A curva de calibracdo seriada, contendo os LaSOM 60,
LaSOM 70 e LaSOM 65, foi preparada diluindo-se as solugcbes estoque em
acetonitrila:dgua (50:50; v/v) para obtencdo das seguintes concentracdes: 0,1,
0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 8 e 10 pg/mL. A solucdo estoque do PI foi diluida a 10
pug/mL e posteriormente a 1 pug/mL, para obter a concentracdo final de 250
ng/mL em acetonitrila:dgua (50:50; v/v). Os controles de qualidade baixo (0,3
pg/mL), médio (3 pg/mL) e alto (7,5 pg/mL) foram preparados a partir das

solucBes intermediarias provenientes das solucdes estoques dos compostos.

2.4. Preparacéo e Processamento das Amostras de Plasma

A curva de calibrac&o bionalitica em plasma foi preparada pipetando-se
10 pL de cada uma das diferentes concentracdes, descritas em 2.3, em 90 pL
de plasma branco, obtendo-se a seguinte faixa de concentragao: 10, 25, 50,
100, 250, 500, 800 e 1000 ng/mL. Apdés vortexing por 60 seg., pipetou-se 50 pL

de cada ponto da curva bioanalitica para outro tubo e completou-se com mais
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100 pL de plasma branco, totalizando 150 pL de amostra de plasma. Este
procedimento simula a técnica de pool de amostras das DHPMs que sera
aplicada nos experimentos de farmacocinética pré-clinica. A solucdo de
nifedipino foi adicionada em todas as amostras, obtendo-se a concentracao
final de 25 ng/mL.

A precipitacdo de proteinas foi realizada adicionando-se 450 uL de
acetonitrila aos 150 pL de amostra de pool de plasma contendo LaSOM 60,
LaSOM 70, LaSOM 65 e nifedipino. As amostras foram misturadas em mesa
agitadora por 20 min a 180 rpm e, posteriormente, centrifugadas a 12.000 rpm
por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para frascos apropriados
para injecdo no sistema cromatografico. Os controles de qualidade baixo (CQB
- 30 ng/mL), médio (CQM - 300 ng/mL) e alto (CQA - 750 ng/mL) foram
preparados e processados da mesma forma que a curva de calibracao

bioanalitica.

2.5. Validagdo do Método Bioanalitico

O método foi validado seguindo a normas dos guias Food and Drug
Administration (FDA, 2001) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012) para validacdo de
métodos bioanaliticos. Os parametros determinados na validacdo foram:
seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo, recuperacdo, efeito matriz e

estabilidade. A validacéo foi realizada em dois dias.

2.5.1. Seletividade

Para avaliar se ha interferéncia de componentes endégenos da matriz
biolégica no sinal de ionizacdo das DHPMs e do PI, amostras de plasma
branco obtidas de diferentes animais néo-tratados foram utilizadas. Amostras
processadas contendo o limite inferior de quantificacdo (LIQ) e o PI foram

comparadas com amostras de plasma branco processadas.
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2.5.2. Linearidade

A linearidade da curva de calibragdo bioanalitica foi avaliada
preparando-se trés curvas por dia de validagdo, com as DHPMs e PI na faixa
de concentracdo de 10 a 1000 ng/mL, além das andlises das amostras de
plasma branco e zero, contendo somente PI. Esta faixa de concentracao foi
escolhida com base no conhecimento prévio da farmacocinética do LaSOM 65.
A relacao entre a resposta (area do sinal do analito/area do sinal do PI) versus
concentracdo nominal do analito foi determinada para cada DHPM utilizando o
modelo matematico de regresséao linear com peso (1/x). Segundo os guias de
validacdo utilizados, desvios menores ou iguais a 20% (em relagcdo a
concentracdo nominal do LIQ) e 15% (em relacdo a concentracdo nominal das

outras concentra¢cdes da curva de calibracdo) sédo aceitaveis.

2.5.3. Precisao e Exatidao

Precisdo e exatiddo intradia e interdia foram avaliados através do
processamento de seis replicatas do LIQ (10 ng/mL), CQB (30 ngmL), CQM
(300 ng/mL) e CQA (750 ng/mL), contendo as trés DHPMs. A concentracdo de
DHPM de cada amostra foi calculada a partir da curva de calibracdo média do
respectivo dia. A precisdo e a exatiddo das concentracdes médias foram
expressas em coeficiente de variacdo (CV%) e erro padrédo relativo (EPR),
respectivamente. Desvios menores ou iguais a 20% em relacdo a concentracao
nominal do LIQ e 15% em relacdo ao CQB, CQOM e CQA para a precisdo e

exatidao sao considerados aceitaveis.

2.5.4. Recuperacao

Amostras de CQB, CQM e CQA, processadas e em solucdo, contendo
as trés DHPMs, foram preparadas em seis replicatas. A resposta do analito na
amostra processada pela resposta do analito em solucéo foi calculada para

determinacao da recuperagao de cada composto.
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2.5.5. Efeito de Matriz

O efeito de matriz foi avaliado processando-se plasma branco e,
posteriormente, adicionando-se as DHPMs e PI nas concentracdes de CQB e
CQA. As areas do pico espectrométrico destas amostras foram comparadas
com as areas do pico encontradas em suas solucdes correspondentes. O
ensaio foi realizado com seis replicatas para cada controle de qualidade.
Coeficientes de variacdo menores que 15% foram considerados aceitaveis.

2.5.6. Estabilidade

A estabilidade das DHPMs foi avaliada em diferentes condicdes,
conforme apresentada abaixo. Para todas as condi¢des, desvios inferiores a
15% da concentracdo média em relagcdo a concentracdo nominal foram

considerados aceitaveis.

2.5.6.1. Estabilidade P6s-Processamento

Triplicatas de amostras processadas, contendo as trés DHPMs, em
concentracfes equivalentes a CQB e CQA foram mantidas por 8 h em auto-

injetor a 8 °C, antes da injecéo.

2.5.6.2. Estabilidade Apds Ciclos de Congelamento/Descongelamento

Plasmas brancos contaminados com cada uma das DHPMs,
separadamente, nas concentracfes equivalentes a CQB e CQA foram
armazenados por 24 h a -80 £ 2 °C, em triplicata. As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e armazenadas novamente a -80 °C +
2 °C por 24 h. Este ciclo foi realizado por mais duas vezes. Para analise, fez-se
o pool de amostras das trés DHPMs, pipetando-se 50 pyL de cada CQ de cada
composto, totalizando 150 pL de plasma. A adicdo do Pl e o processamento

das amostras foram realizados conforme descrito em 2.4.

85



2.5.6.3. Estabilidade de Curta Duracéo

Plasmas brancos contaminados com cada DHPM, separadamente, nas
concentragfes equivalentes a CQB e CQA foram mantidos a temperatura
ambiente por 4 h. Apés procedeu-se o pool das amostras das trés DHPMs, a
adicao do Pl e o processamento, conforme indicado em 2.4. As amostras para

cada CQ foram preparadas em triplicatas.

2.5.6.4. Estabilidade de Longa Duragao

Triplicatas de plasmas brancos contaminados com cada uma das
DHPMs, separadamente, nas concentracdes equivalentes a CQB e CQA foram
mantidos a -80 £ 2 °C por 5 semanas. Apés pool das amostras e
processamento, conforme indicado em 2.4, procedeu-se a quantificacdo das
DHPMs.

2.6. Avaliacao Farmacocinética

Os estudos em animais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da propria Universidade (Protocolo 24138). A avaliacdo
farmacocinética dos LaSOM 60, LaSOM 70 e LaSOM 65 foi realizada apés a
administracdo de cada uma das DHPMs separadamente a diferentes grupos de
animais, sendo utilizado trés animais por composto.

Ratos Wistar machos (300-350 g), receberam por gavagem dose oral
(v.0.) de 10 mg/kg de cada DHPM e coletas de sangue foram realizadas pela
veia lateral caudal nos tempos 0,5, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 h pds-dose. A via
intravenosa (i.v.) também foi investigada, administrando-se 1 mg/kg pela veia
lateral caudal, sendo realizadas coletas de sangue na veia caudal contra-lateral
ap6s 0,25,0,5,1, 4, 8,12 e 24 h.

Para administracdo, as DHPMs foram preparadas em solucéo glicosada,
contendo 75% de PEG 400 (polietilenoglicol) e 2% de polissorbato 80. Coletas
de 100 pL de sangue foram realizadas nos tempos pré-determinados pds-dose,

adicionadas em tubos contendo heparina e centrifugadas a 12.000 rpm por 10
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min a 4,0 £ 1 °C. Os plasmas obtidos foram armazenados a -80 + 2 °C até
processamento para analise.

Os perfis individuais de concentracdo plasmética por tempo, obtidos
para cada DHPM em cada via de administracdo, foram avaliados para
determinacdo dos parametros farmacocinéticos por abordagem néo-
compartimental com o auxilio do programa Excel® 2003 (Microsoft®). Os
seguintes parametros foram determinados: constante de velocidade de
eliminacéo (A), meia-vida (t12), area sob a curva do tempo zero ao infinito
(ASCo.inf), tempo de residéncia médio (MRT), clearence total (CLyt) € volume
de distribuicdo (Vd), utilizando equagbBes classicas da andlise nao-
compartimental (SHARGEL et al., 2005).

2.7. Distribuicdo Cerebral

A avaliacdo da distribuicdo cerebral foi realizada separadamente para
cada DHPM, apds dose Unica intravenosa de 1 mg/kg em ratos Wistar machos
(300-350 g). Os animais (n = 3/composto) foram decapitados uma hora apés
administracdo da dose, procedendo-se a remocdo do cérebro e a coleta de
sangue. Residuos de sangue do cérebro foram retirados, com auxilio de gaze,
e 0 sangue coletado foi centrifugado para obtencdo do plasma. As amostras
foram armazenadas no -80 + 2 °C até processamento para analise.

No dia da analise, os cérebros foram descongelados a temperatura
ambiente, pesados e 2,5 mL de solugéo salina 0,9% foram adicionados por
grama de tecido. As amostras foram mantidas em banho de gelo até
homogeneizacdo com auxilio de ultraturrax (Marconi®) por 40 seg. Os
homogeneizados foram transferidos para tubos Falcon e sonicados por 5 min.
ApOs procedeu-se a preparacdo das amostras para quantificacdo. A

concentracédo das DHPMs no cérebro foi calculada pela Eq. 1 (Nix et al., 1991):

Csx\Vs
P(9)

Ct(ng/g) = Eq. 1
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onde Ct a concentracdo tecidual, Cs a concentracdo no sobrenadante, Vs o
volume do sobrenadante e P o peso da amostra.

A curva de calibragao tecidual foi preparada na faixa de concentracéo de
10-1000 ng/mL a partir do homogeneizado de cérebro obtido de um animal
nao-tratado. As amostras foram processadas da mesma forma que o plasma
para extracdo e quantificacdo das DHPMs (ver item 2.4). O pool de amostras
foi aplicado para o homogeneizado de cérebro do mesmo modo que descrito

para o plasma.

3. Resultados e Discusséao

3.1. Condicbes Cromatograficas e Otimizacdo das Condicbes da CLAE-
EM/EM

A eluicdo por gradiente da fase moével, constituida de acetonitrila:dgua, e
a coluna cromatogréfica de fase reversa de 5 cm possibilitaram o
desenvolvimento de um método analitico rapido, com tempo de analise de 5
min. Os LaSOM 60, LaSOM 70 e LaSOM 65 apresentaram tempos de retencao
de 3,26, 3,13 e 3,27 min, respectivamente. A eluicdo por gradiente permitiu a
retirada de impurezas polares e apolares que poderiam estar presentes nas
solugbes ou na matriz biologica testada, sendo este um dos motivos que
levaram a utilizacdo no método.

Os resultados obtidos com o ensaio de influéncia da coeluicdo das
DHPMs indicou que os LaSOM 60, LaSOM 70 e LaSOM 65 podiam ser
analisados simultaneamente, por nao sofrem interferéncia no sinal
espectrométrico (Capitulo 1). Este estudo auxiliou no desenvolvimento do
meétodo bioanalitico em CLAE-EM/EM. No entanto, como algumas condi¢cbes
foram modificadas, como equipamento e coluna cromatografica, foi necessario

otimizar novamente os parametros de ionizacdo das DHPMs.
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Intensidade

3.2. Validagédo do Método Bioanalitico

3.2.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo dos
cromatogramas obtidos das amostras processadas de plasma branco e
contaminadas com as trés DHPMs no LIQ. Nenhum componente endégeno da
matriz biologica utilizada interferiu no sinal dos LaSOM 60, LaSOM 70, LaSOM
65 e PI, como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma obtido por CLAE-EM/EM no modo MRM das
DHPMs e Pl no LIQ (10 ng/mL) e em 25 ng/mL, respectivamente: plasma
branco (A), LaSOM 70 (B), LaSOM 60 (C), LaSOM 65 (D) e nifedipino (E).

3.2.2. Linearidade

Todas as curvas preparadas em plasma apresentaram linearidade na
faixa de 10 — 1000 ng/mL, aplicando-se peso 1/x no calculo de regressao
linear. Os coeficientes de determinacédo (r*) de cada DHPM, obtidos para as

trés curvas nos dois dias de validacdo foram superiores a 0,99. Coeficiente de
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variacdo (CV%) inferiores a 15% foram encontrados para todas as DHPMs em
todas as concentracdes, exceto o LIQ que apresentou CV% inferior a 20%, de

acordo com os limites de variabilidade estabelecidos pelos guias utilizados.

3.2.3. Precisdo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo sdo parametros da validagdo que indicam
repetibilidade e aproximacéo de um valor encontrado do analito em relacdo a
um valor referéncia, respectivamente. Os resultados para o LIQ e para os
controles de qualidade para esses dois parametros estdo apresentados na
Tabela 1. Como pode ser observado, 0 método mostrou-se preciso e exato
dentro da faixa de concentra¢gdes estudadas.

3.2.4. Recuperacao

O processamento de limpeza das amostras biologicas através de
precipitacdo de proteinas com acetonitrila mostrou-se eficiente e rapido. As
DHPMs e o Pl apresentaram uma recuperacao média (% + DP) de: 101,05 +
5,25 (LaSOM 60), 96,46 + 3,96 (LaSOM 70) e 96,95 + 6,49 (LaSOM 65) e
100,49 + 3,98 (nifedipino) para os trés controles de qualidade (CQB, CQM e
CQA) processados.

3.2.5. Efeito de Matriz

O efeito de matriz foi avaliado em seis replicatas de duas concentracdes
de cada DHPM (CQB e CQA) e em misturas de plasmas de diferentes animais
ndo-tratados. A comparagcdo da area do pico espectrométrico das amostras
branco processadas e, posteriormente contaminadas com as DHPMs e PI, em
relacdo a area do pico encontrada em solucdo, forneceu o0s seguintes
resultados: 13,69 % (LaSOM 60), 14,43 % (LaSOM 70) e 11,30 % (LaSOM 65).
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Tabela 1. Precisdo e exatidao

investigadas*.

intradia e

interdia para as DHPMs

Preciséo Intradia e Interdias (CV%)

Amostra Dia analise
LaSOM 60 LaSOM 70 LaSOM 65
LIQ Dia 1 10,67 5,94 10,48
(10 ng/mL) | Dia 2 6,37 6,24 3,32
Interdia 7,24 13,16 12,47
CQB Dia 1 5,77 5,98 7,75
(30 ng/mL) | Dia 2 6,10 6,98 5,77
Interdias 6,43 6,64 4,75
CQM Dia 1 5,76 5,35 4,80
(300 ng/mL) | Dia 2 6,58 7,99 7,26
Interdias 11,0 11,32 11,48
CQA Dia 1 5,58 7,05 6,20
(750 ng/mL) | Dia 2 6,07 5,44 3,39
Interdias 6,09 7,85 7,60
AMmostra Dia analise Exatidao Intradia e Interdias (EPR%)
LaSOM 60 LaSOM 70 LaSOM 65
LIQ Dia 1 97,22 108,48 120,0
(10 ng/mL) | Dia 2 115,0 105,13 106,83
Interdia 96,86 118,32 118,04
CcQB Dia 1 103,09 96,17 98,83
(30 ng/mL) | Dia 2 90,67 100,55 98,95
Interdias 104,19 98,36 98,45
CQM Dia 1 92,11 93,62 95,5
(300 ng/mL) | Dia 2 106,72 111,50 103,39
Interdias 99,64 102,55 103,11
CQA Dia 1 105,55 98,4 106,13
(750 ng/mL) | Dia 2 105,57 108,57 112,53
Interdias 105,08 103,49 108,79

*Dados em relagdo a média dos valores (n = 6/dia).
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3.2.6. Estabilidade

Os resultados da investigacéo da estabilidade para as DHPM, expressos

como meédia% = desvio padrdo, estdo mostrados nas Tabelas 2 a 4 para
LaSOM 60, LaSOM 70 e LaSOM 65, respectivamente.

Tabela 2. Estabilidade do LaSOM 60*.

Pos- Gelo/Degelo Curta Longa Duracéo
Amostra processamento (3 ciclos) duragéo (5 sem)
(8 h) (4 h)
CQB 101,7 £ 6,2 115,2+2,7 93,3+5,1 88,2+4,2
(30 ng/mL)
CQA 949+49 100,5+134 94,6 + 17,7 81,3+1,6
(750 ng/mL)
*Resultados expressos como média% + DP; n = 3/CQ.
Tabela 3. Estabilidade do LaSOM 70*.
Pés- Gelo/Degelo Curta duracéo Longa
Amostra processamento (3 ciclos) (4 h) Duracéao
(8h) (5 sem)
CQB 105,6 £ 5,4 85,7+75 87,11 +8,3 89,3+9,5
(30 ng/mL)
CQA 100,5+4,4 113,3+6,3 88,3+ 8,0 86,3 +4,6
(750 ng/mL)
*Resultados expressos como média% + DP; n = 3/CQ.
Tabela 4. Estabilidade do LaSOM 65*.
Pés- Gelo/Degelo Curta duracéo Longa
Amostra processamento (3 ciclos) (4 h) Duracéo
(8 h) (5 sem)
CQB 103,0 £ 15,3 108,0 £ 13,3 85,8+ 6,1 n.d.
(30 ng/mL)
CQA 98,1+3,9 109,5+7,7 88,3+5,9 n.d.
(750 ng/mL)

*Resultados expressos como média% + DP; n = 3/CQ); n.d. = dado néo disponivel.
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Os resultados da validacdo bioanalitica demonstraram que o método é
seletivo, pois ndo se observou interferentes da matriz biolégica no tempo de
retengéo dos analitos, linear, preciso e exato na faixa de 10-1000 ng/mL para
cada DHPM. O processamento das amostras em plasma, utilizando acetonitrila
para precipitacdo de proteinas, demonstrou uma recuperacao alta para as trés
DHPMs. N&o se observou interferéncia de componentes enddgenos no sinal de
ionizagdo dos compostos, pois 0 ensaio de efeito de matriz apresentou desvios
dentro dos valores permitidos. As DHPMs demonstraram ser estaveis, em
plasma, por 4 h a temperatura ambiente, em auto-injetor por 8 h e nos ciclos de
congelamento/descongelamento apds processamento da amostra. O amostra
de CQA do LaSOM 60 apresentou degradacdo superior a 15% apls 5
semanas a -80 °C, indicando a necessidade de processamento das amostras
em tempo inferior. A estabilidade de longa duracdo devera ser refeita devido a

perda das amostras do LaSOM 65.

3.3. Avaliagdo Farmacocinética

A associacao das estratégias de rapid PK e cassete analysis utilizada
neste trabalho objetivou a reducdo do niumero de amostras para analise e de
animais utilizados. A farmacocinética de cada DHPM foi avaliada

separadamente em ratos Wistar utilizando-se duas vias de administrag&o.

3.3.1. Administracdo intravenosa

Na administracdo i.v. de 1 mg/kg, sete tempos de coleta de sangue
foram utilizados para obtencdo do perfil de concentracdo plasmatica versus
tempo das DHPMs. Todos os compostos apresentaram concentracdes abaixo
do LIQ nos tempos de 12 e 24 h pos-dose, portanto esses tempos nédo foram
utilizados para caracterizacao dos perfis farmacocinéticos.

Apos dose i.v. bolus foi possivel quantificar o LaSOM 70 apenas nos trés
primeiros tempos de coleta (0,25, 0,5 e 1 h) para os trés animais investigados,
sendo as concentracdes a partir de 4 h abaixo do LIQ do método analitico.

Desse modo, a determinacdo dos parametros farmacocinéticos ficou
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prejudicada. LaSOM 60 e LaSOM 65 apresentaram concentracdes acima do
LIQ até 4 h e 8 h pds-dose, respectivamente, e amostras que apresentaram
concentracbes acima do limite superior de quantificacdo foram diluidas. Os

perfis médios, dessas duas DHPMs, podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3. Perfis plasméticos médios de LaSOM 60 (A) e LaSOM 65 (m)
apos dose i.v. de 1 mg/kg (n = 3/grupo) (média + DP).

Os parametros farmacocinéticos determinados por abordagem né&o-
compartimental para LaSOM 60 e LaSOM 65 estéo apresentados na Tabela 5,
juntamente com os parametros determinados através da avaliagdo da
farmacocinética convencional de estudos prévios com LaSOM 65. Para as
duas DHPMs, o perfil plasmatico médio indica curvas com duas inclinacées,
gue ndo podem ser adequadamente avaliadas utilizando apenas quatro tempos
de coleta. Desse modo, a confiabilidade dos parametros determinados apds a
dose i.v. é reduzida. Essa constatacdo é corroborada pela comparacdo dos
parametros determinados para LaSOM 65 no presente trabalho e em estudo
prévio. Apesar da meia-vida ser muito semelhante nas duas abordagens, os
valores de CLy: € Vd sdo muito discrepantes devido a grande diferenca
observada na ASCy... Desse modo, a abordagem rapid PK ndo se mostrou
adequada para caracterizar a farmacocinética apdés dose i.v. dessas duas
DHPMs. Esse problema poderia ser solucionado com a utilizagdo de método

analitico mais sensivel. Cabe ressaltar que a dose de 1 mg/kg foi utilizada, pois
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doses superiores se mostraram toxicas apés administracdo i.v. do LaSOM 65
em estudo prévio (TORRES et al., 2014).

Tabela 5. Parametros farmacocinéticos do LaSOM 60 e LaSOM 65
determinados por abordagem n&o-compartimental apos administracao i.v.
de 1 mg/kg a ratos Wistar.

Parametros LaSOM 60 LaSOM 65 LaSOM 65*
Farmacocinéticos

A(h™) 1,0+0,3 0,45+0,11 0,43 £ 0,10
t12 (h) 0,7+0,2 1,6 +0,5 1,7+0,4
ASCo... (ug.h/.mL™) 2,73+0,73 16,45 + 8,5 1,2+0,2
MRT (h) 0,6+0,2 0,6 +0,4 22+0,4
CLiot (L/h/kg) 0,4+0,1 0,07 £0,03 0,82 +0,13
vd (L/kg) 0,2+0,1 0,05 + 0,04 1,77 £0,34

*Retirado de TORRES et al., 2014. Valores representam média + desvio padrdo; A = constante
de velocidade de eliminagdo; t;», = meia-vida; ASCy.. - area sob a curva; MRT = tempo de
residéncia médio; CL = clearance total; Vd = volume de distribuicdo; n = 3 animais/grupo
(rapid PK); n = 8 animais/grupo (PK convencional).

3.3.2. Administracao oral

A investigacdo da farmacocinética, apdés administracdo oral da dose de
10 mg/kg, foi avaliada com sete tempos de coleta até 24 h p6s-dose, como na
via i.v. Entretanto, a caracterizacdo do perfil plasmatico foi realizada com as
concentracdes determinadas até 8 h pos-dose para o LaSOM 70 e 12 h poés-
dose para LaSOM 60 e LaSOM 65. Todas as concentracfes nestes tempos de
coleta foram superiores ao LIQ. Amostras que apresentaram concentracdes
acima do limite superior de quantificacdo foram diluidas. No primeiro tempo de
coleta pos-dose, 0,5 h, obteve-se concentracdo maxima, ndo sendo possivel se
observar a fase de absorcdo do LaSOM 60 e LaSOM 65. LaSOM 70
apresentou pico de concentragdo 1 h apos a dose, como pode ser observado

na Figura 4.
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Figura 4. Perfis plasméaticos médios de LaSOM 70 (e), LaSOM 60 (A) e
LaSOM 65 (m) apds dose oral de 10 mg/kg (n = 3/grupo) (média £ DP).

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores dos parametros
farmacocinéticos determinados por abordagem n&o-compartimental para as
trés DHPMs. Todas apresentaram meia-vida curta de 1,1 h (LaSOM 70), 2,9 h
(LaSOM 60) e 2,2 h (LaSOM 65); clearance total (CL/F) elevado (LaSOM 60
= 9,8 + 1,9 L/h/kg; LaSOM 70 = 5,46 + 1,86 L/h/kg), sendo que LaSOM 65
apresentou o menor clearance dentre as trés DHPMs (LaSOM 65 =1,7 + 1,4
L/h/kg) e volume de distribuicdo (Vd/F) moderado (LaSOM 65 = 4,8 + 3,6 L/kQ)
a elevado (LaSOM 60 = 43,0 £ 22,0 L/kg; LaSOM 70 = 8,48 + 2,77 L/kg).

O volume de distribuicdo (Vd/F) determinado para o LaSOM 60 foi
bastante elevado. No entanto, deve-se considerar que esse volume foi
determinado em relacdo a biodisponibilidade, podendo ser reduzido de modo
importante caso a biodisponibilidade oral seja baixa.

O percentual extrapolado de ASC apds administracao oral foi inferior a
20% para todas as DHPMs investigadas (Tabela 6), indicando que foi possivel
caracterizar adequadamente a fase de eliminacdo dos trés compostos com o
desenho experimental empregado.
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Tabela 6. Parametros farmacocinéticos dos LaSOM 70, LaSOM 60 e LaSOM 65 determinados

compartimental apds administracao oral de 10 mg/kg a ratos Wistar.

por abordagem nao-

Parametros Farmacocinéticos LaSOM 70 LaSOM 60 LaSOM 65 LaSOM 65*
A (h™) 0,64 + 0,02 0,3+0,1 0,3+0,1 0,39 + 0,06
ti2 (h) 1,08 £ 0,03 29+1,0 2,2+0,9 1,8+0,3
ASCo.int (Ug.h/.mL™) 2,0+£0,77 1,04 +0,18 10,28 + 9,07 7,1+0,8
ASCextrapolada (%0) 0,86 + 0,29 6,7+1,0 23121 --
MRT (h) 1,64 +0,48 36+0,1 3,6+0,8 4,8+0,7
CLw/F (L/h/kg) 5,46 + 1,86 9,8+1,9 1,7+14 1,45+ 0,09
Vd/F (L/kg) 8,48 + 2,77 43,0+ 22,0 4,8 +3,6 3,72+0,51

*Retirado de TORRES et al., 2014; Valores representam média + desvio padréo; A = constante de velocidade de eliminacao; t1/2 = meia-vida; ASCg.. =

area sob a curva; MRT = tempo de residéncia médio; CL,, = clearance total; Vd = volume de distribui¢do; F = biodisponibilidade; n = 3 animais/grupo

(rapid PK); n = 8 animais/grupo (PK convencional).
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Novamente na via oral, a variabilidade observada para o LaSOM 60 foi
menor que a observada para o LaSOM 65. A comparacao da constante de
velocidade de eliminagdo, meia-vida, area sob a curva, tempo de residéncia
médio, clearance total (CL/F) e volume de distribuicdo (Vd/F) determinado
para o LaSOM 65 no presente trabalho e no estudo prévio, este empregando
farmacocinética convencional (TORRES et al., 2014), mostra grande
semelhanca entre os valores, indicando que a abordagem rapid PK foi
adequada para caracterizar os perfis plasmaticos apos administracdo oral.
Desse modo, pode-se inferir que os parametros obtidos sédo confiaveis para
essa via de administracdo e também para as outras duas DHPMs. Pode-se
observar na Tabela 6 que a biodisponibilidade ndo foi determinada e, desse
modo, CL € Vd séo relativos a biodisponibilidade, que depende dos dados de
via i.v. para ser determinada, o que ndo se mostrou possivel no presente

estudo.

3.4. Distribui¢cédo Cerebral

Os resultados da distribuicdo cerebral das DHPMs estdo apresentados
na Tabela 7. Como estas NEQ estdo sendo investigadas para tratamento de
glioma e, considerando que LaSOM 65 apresentou a melhor atividade in vitro
contra linhagens celulares de glioma (CANTO et al., 2011), mas baixa
penetracdo cerebral (TORRES et al, 2014), resolveu-se investigar a
penetracdo no cérebro com apenas um tempo de coleta apés a administracao
i.v. Desse modo, a penetracdo cerebral foi determinada pela relacdo entre a
concentracdo tecidual/concentracdo plasmatica nesse tempo de coleta. Todas
as DHPMs apresentaram concentracfes cerebrais apos 1 h da administracao,
sendo que o LaSOM 70 obteve a maior relacdo concentragcédo tecido/plasma
(0,37 £ 0,06). A menor penetracao foi observada para LaSOM 65 (0,14 + 0,04).
Torres e colaboradores (2014) utilizaram a relagdo ASCy. tecido/ASCy.; plasma
até 2 h apos a dose para determinar o fator de penetracdo no cérebro (ft) do
LaSOM 65, sendo encontrado o valor de 0,35. Apesar de o presente trabalho
ter avaliado a penetracdo cerebral pela relacgdo de concentracao

cérebro/plasma em apenas um tempo de coleta e o trabalho previamente
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realizado ter avaliado a relacdo de ASC, em ambos os estudos de distribuicao
tecidual o LaSOM 65 apresentou penetracdo cerebral baixa (14% a 35%),
indicando que para utilizagdo dessa DHPM, no tratamento de glioma, seria
necessario o0 desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica que
aumentasse a penetracao cerebral do composto.

Todas as DHPMs investigadas apresentaram penetracao cerebral baixa,
na faixa de 14% (LaSOM 65) a 37% (LaSOM 70). Como os valores de
coeficiente de particdo (logP) determinados experimentalmente por CLAE-UV
(Capitulo 1) foram muito semelhantes entre si para essas DHPMs: 2,00
(LaSOM 60), 1,86 (LaSOM 70) e 2,06 (LaSOM 65), ndo foi possivel
correlacionar a lipofilia com a maior ou menor penetracdo cerebral desses

compostos.

Tabela 7. Penetracdo cerebral das DHPMs 1 h apds administracdo i.v. de 1
mg/kg*.

DHPMs LaSOM 60 LaSOM 70 LaSOM 65
C: (ng/g) 23,45 + 4,59 68,08 + 21,45 25,09 + 6,25
C/C, 0,29 + 0,03 0,37 + 0,06 0,14 + 0,04

Média + desvio padréo; n = 3/grupo; C; = concentragéo tecidual; C, = concentragio plasmatica.

Todas as DHPMs apresentaram uma meia-vida curta, em média de 2 h,
um clearance muito elevado e Vd moderado (LaSOM 65) e alto (LaSOM 60 e
LaSOM 70), de acordo com a classificacdo de Caldwell e colaboradores (2004).
O LaSOM 70 apresentou uma maior penetracdo cerebral (0,37 + 0,06),
comparado com as outras DHPMs. Os resultados do rapid PK e da
farmacocinética convencional do LaSOM 65 foram semelhantes na
administracdo oral, indicando que esta estratégia de screening pode ser
aplicada para investigar outras DHPMs. Os resultados de penetracao cerebral
sugerem que nenhuma das DHPMs investigadas apresenta caracteristicas de
distribuicdo tecidual adequadas para seguir na investigacdo visando o
tratamento do glioma.
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4. Conclusdes

Um método bioanalitico que quantifica simultaneamente os LaSOM 60,
LaSOM 70 e LaSOM 65 foi desenvolvido e validado por CLAE-EM/EM. Este
meétodo foi utilizado em estudos de investigacdo pré-clinica da farmacocinética
e distribuicéo cerebral dessas DHPMs empregando-se a estratégia de rapid PK
e cassete analysis, 0 que possibilitou a avaliacdo simultanea de trés compostos
utiizando um pequeno numero de animais e uma menor quantidade de
amostras quando comparado com os estudos de farmacocinética convencional.

A abordagem rapid PK demonstrou ser uma estratégia adequada na
determinacdo dos parametros farmacocinéticos destas DHPMs apés
administracao oral, podendo ser aplicada em estudos posteriores de avaliacado
pré-clinica. Apds administracdo intravenosa, um método analitico mais sensivel
seria necessario para permitir a melhor caracterizacdo dos perfis plasmaticos e
permitir a determinagdo dos parametros farmacocinéticos com mais exatidao. A
comparacdo dos parametros farmacocinéticos das trés DHPMs investigadas,
aliada aos resultados de atividade contra linhagens de glioma in vitro, indicam
gque nenhuma das DHPMs apresenta atividade antitumoral e penetracao
cerebral importante que justifique a continuidade da investigagdo como agente
para o tratamento do glioma.
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Na fase de descoberta de novos candidatos a farmacos, a
farmacocinética de novas entidades quimicas (NEQ) é avaliada visando a
caracterizacdo do perfil plasmatico de concentracdo versus tempo e a
determinacdo de parametros farmacocinéticos que irdo auxiliar na
compreensao da absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME)
destes compostos. Estratégias de screening farmacocinético tém sido utilizadas
nos ultimos anos visando acelerar essa etapa, que requer tempo, recursos e
grande numero de animais e amostras para investigacdo de apenas uma
molécula, podendo essa ndo seguir adiante nos estudos de desenvolvimento
devido a problemas de ADME.

Uma série tio e oxo de 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-onas, sintetizada
pelo Laboratério de Quimica Orgéanica Medicinal (LaSOM) da UFRGS,
apresentaram atividade citotéxica promissora contra linhagens de glioma
humano (U138-MG) e murino (C6), demonstrando uma inibicdo mais
acentuada que o precursor da série, o monastrol (CANTO et al.,, 2011). A
investigacdo aprofundada da farmacocinética e farmacodindmica in vivo de
uma das DHPMs da série - LaSOM 65 - que apresentou a melhor atividade nas
culturas celulares, demonstrou que essa DHPM néo reduz o tumor em modelo
de glioma em ratos (STUEPP, 2011), provavelmente por apresentar uma baixa
penetracdo cerebral (TORRES et al., 2014). Neste trabalho, visando conhecer
o comportamento farmacocinético de outras DHPMs da série de modo mais
acelerado, resolveu-se empregar a estratégia de screening farmacocinético.

Neste contexto, o0 presente trabalho objetivou aprofundar o
conhecimento destas NEQ, determinando as propriedades fisico-quimicas de
oito DHPMs e realizando um screening farmacocinético dos LaSOM 60,
LaSOM 70 e LaSOM 65, aplicando a estratégia de rapid PK e cassette
analysis.

O coeficiente de particdo (logP) e o coeficiente de ionizagéo (pka) sao
parametros fisico-quimicas determinantes do comportamento de moléculas em
sistemas bioldgicos, relacionados a permeabilidade, absorcdo e toxicidade do
composto. Estes parametros também podem auxiliar no desenvolvimento de
meétodos analiticos/bioanaliticos, prevendo-se quais solventes, pH ou aditivos
ajudaréo na solubilidade, no menor tempo de retencdo ou na melhor ionizacao

em sistemas cromatograficos.
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O logP e o pka da série de DHPMs foram determinados
experimentalmente por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de fotodiodo. Esta técnica tem a vantagem de ser rpida e
reprodutivel, correlacionando o fator de capacidade da molécula, no sistema
cromatografico, com o logP de substancias referéncia ou o pH da fase movel,
dependendo de qual parametro fisico-quimico se deseja determinar.

As DHPMs apresentaram um logP moderado, na faixa de 1,23 a 2,26,
sendo o monastrol, a DHPM menos lipofilica e o LaSOM 63, a mais lipofilica.
No entanto, alteracdes realizadas na estrutura quimica da molécula precursora,
0 monastrol, para obtengdo dos derivados tio e oxo, ndo causaram efeitos
importantes no logP das moléculas, j& que todas apresentaram a mesma
classificacdo lipofilica (moderada). A lipofilia moderada € citada na literatura
como sendo adequada para se obter uma boa permeabilidade no epitélio
intestinal.

A determinacdo do pka foi realizada apenas para o LaSOM 63, o qual
apresentou uma curva sigmoide caracteristica de relacdo de dependéncia da
ionizacdo com o pH da fase movel. O LaSOM 63 apresentou um pka de 4,0.
Para as demais DHPMs néo foi possivel determinar a influéncia do pH na
ionizagdo, podendo esse resultado ser devido as moléculas ja estarem com
seus grupamentos ionizados ou a faixa de pH testada (1,5 a 11,5), que néo
permitiu a determinacgéo do pka.

Visando quantificar simultaneamente as oito DHPMs investigadas em
uma mesma corrida analitica, avaliou-se a possivel influéncia da coeluicdo
dessas moléculas no sinal espectrométrico de massas (supresséo idnica ou
aumento na ionizacdo) umas das outras. Este ensaio foi realizado em CLAE
acoplado em tandem a espectrbmetro de massas (EM). Primeiramente
otimizou-se as condicbes de ionizacdo de cada DHPM e escolheu-se a
transicdo m/z dos ions precursor e produto para melhor monitorar cada
molécula separadamente. Num segundo momento, procedeu-se a coeluicdo
dos compostos e determinou-se a presenca de supressao ibnica ou aumento
de ionizagdo para cada uma das DHPMs em presenca das demais. Nesse
estudo, observou-se que seis DHPMs (LaSOM 60, 70, 65, 115, 63 e monastrol)
podem ser quantificadas simultaneamente, nas condicbes analiticas e

espectrométricas aplicadas, sem haver influéncia no sinal de ionizacdo. Os
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LaSOM 67 e LaSOM 62 demonstraram sofrer e causar interferéncia na
ilonizacdo, quando combinados com as demais DHPMs. Esses resultados
guiaram o estabelecimento de método bioanalitico para a aplicacdo em estudos
de screening farmacocinético pré-clinico destas NEQ.

Um meétodo analitico para quantificacdo de LaSOM 60, LaSOM 70 e
LaSOM 65 em amostras biologicas, além do padrdo interno nifedipino, foi
desenvolvido em CLAE-EM/EM electrospray positivo e coluna em fase reversa.
O meétodo foi validado apresentando especificidade, seletividade, precisao,
exatidao e linearidade na faixa de 10-1000 ng/mL para cada DHPM.

O screening farmacocinético pré-clinico dos LaSOM 60, LaSOM 70 e
LaSOM 65 foi conduzido em ratos Wistar utilizando-se duas vias de
administracdo, i.v. e v.0, nas doses de 1 e 10 mg/kg, respectivamente. As
estratégias de rapid PK e cassette analysis foram associadas visando maior
rapidez e menor numero de amostras para analise. Foram empregados trés
animais/composto/via de administracéo, sete tempos de coleta em cada animal
e pool de amostra por tempo/animal para compostos diferentes. Assim, utilizou-
se 18 animais para avaliacdo farmacocinética das trés DHPMs e 42 amostras
de plasma no total foram processadas e analisadas. As DHPMs apresentaram
um ty» curto, de aproximadamente 2 h, um CL/F muito alto, sendo maior que
1,0 L/h/kg para todos os compostos, e um Vdss/F moderado (4,8 + 3,6 L/kg -
LaSOM 65) a alto (8,48 £ 2,77 L/kg e 43,0 £ 22,0 L/kg, LaSOM 70 e LaSOM 60,
respectivamente). Estes parametros farmacocinéticos foram determinados com
exatiddo somente para a v.0, pois na via i.v. as concentracbes plasmaticas
ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método analitico apds 4 a 8 h da
administracdo das DHPMs, impossibilitando a adequada caracterizacdo dos
perfis com apenas trés a quatro concentracdes plasméatica pés-dose.

Os resultados obtidos com a avaliacdo do screening farmacocinético do
LaSOM 65, realizado neste trabalho, foram comparados com dados
determinados previamente em estudo de farmacocinética convencional deste
composto (TORRES et al., 2014). Os parametros farmacocinéticos obtidos pela
v.0. para 0 LaSOM 65 utilizando a estratégia de rapid PK foram semelhantes
aos obtidos em estudo de farmacocinética convencional, assumindo-se 0s
valores relativos a biodisponibilidade para clearance e volume de distribuicéo,

uma vez que nao foi possivel determinar a biodisponibilidade do composto no
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presente trabalho. Com base nesses resultados, pode-se inferir que o0s
parametros farmacocinéticos obtidos para os LaSOM 60 e LaSOM 70, também
sdo confiaveis. Os valores de area sob a curva extrapolados apds dose oral
foram inferiores a 20% para todas as DHPMs investigadas.

A investigacdo da distribuicdo cerebral das trés DHPMs foi conduzido
utilizando-se homogeneizado de tecido, uma vez que essas NEQ estdo sendo
investigadas para o tratamento de glioma. O LaSOM 70 apresentou maior
relacdo de concentracdo tecido/concentracdo plasma uma hora apés dose i.v.,
ficando em torno de 40%. O LaSOM 65 apresentou uma penetracdo cerebral
de 14%, sendo a menor dentre as trés DHPMs investigadas. Torres e
colaboradores (2014) determinaram um fator de penetracdo cerebral de 35%
(ASCo.2n tecido/ASCy.on plasma), sendo este o 6rgdo que apresentou menor
penetracdo dentre todos os investigados naquele estudo (figado, rins, pulmao,
tecido adiposo e coracao). Nao foi possivel estabelecer uma correlagéo entre
lipofilia e penetragdo cerebral, pois todas as DHMPs apresentaram logP
semelhantes. Com base nos estudos de PK pré-clinica e distribuicdo cerebral,
pode-se sugerir que nenhuma das DHPM investigadas tem potencial para
seguir na investigagao, visando um agente para o tratamento de glioma.

Os resultados obtidos neste projeto demonstraram que 0 screening
farmacocinético pré-clinico, utilizando a estratégia de rapid PK e cassette
analysis, pode ser aplicado com seguranc¢a na investigacdo simultanea de série
de NEQ, desde que seja desenvolvido um método bioanalitico sensivel e
seletivo para quantificacdo destas moléculas. A quantificacdo simultanea de
moléculas por CLAE-EM/EM é, sem duvida, a etapa mais desafiadora dessa
estratégia, uma vez que exige equipamento sensivel e habilidade analitica do

pesquisador para garantir resultados adequados.
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CONCLUSOES







Os estudos de screening farmacocinético pré-clinico e determinacdo

propriedades fisico-quimicas das DHPMs possibilitaram concluir que:

As DHPMs apresentam um logP moderado, na faixa de 1,23 a 2,26;

e O LaSOM 63 apresenta um pka de 4,0;

das

e Os LaSOM 70, LaSOM 60, LaSOM 65, LaSOM 115, LaSOM 63 e o

monastrol podem ser analisados simultaneamente em uma mesma

corrida analitica por CLAE-EM/EM, pois ndo causam interferéncia na

ionizacao uns dos outros;

e Os LaSOM 60, LaSOM 70 e LaSOM 65 apresentaram uma meia-vida

curta, um clearance muito alto e um volume de distribuicdo moderado

(LaSOM 65) a alto, apds administracao oral da dose de 10 mg/kg a ratos

Wistar;

e O screening farmacocinético, utilizando a estratégia de rapid

PK,

mostrou semelhanca, pela via de administracéo oral, para o LASOM 65,

dos parametros obtidos pela farmacocinética convencional realizada

previamente, indicando que a estratégia se aplica as DHPMs;

e As DHPMs avaliadas ndo apresentaram uma boa penetracao cerebral,

demonstrando, que essas NEQ, ndo apresentam potencial para seguir

adiante nas investigacdes, visando aplicacdo no tratamento de glioma.
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ANEXOS







ANEXO 1

Espectro do LaSOM 60 (m/z 277,05) no modo ESI+ apds infusdo direta em EM.
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100~ 277.05,349241344 3.49e8

%_

324.79
213.77 50524160 371.05
157.39 33751040 34844672 MB.97
18837504 18881536

Espectro do monastrol (m/z 292,91) no modo ESI+ apds infuséo direta em EM.
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Espectro do LaSOM 62 (m/z 294,73) no modo ESI+ ap0és infusédo direta em EM.
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Espectro do LaSOM 63 (m/z 319,75) no modo ESI+ apos infusédo direta em EM.
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Espectro do LaSOM 65 (m/z 321,71) no modo ESI+ ap0és infusédo direta em EM.
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Espectro do LaSOM 67 (m/z 305,32) no modo ESI+ apos infuséo direta em EM.
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Espectro do LaSOM 70 (m/z 260,69) no modo ESI+ apos infusédo direta em EM.

Scan ES+
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Espectro do LaSOM 115 (m/z 294,73) no modo ESI+ apoés infusdo direta em
EM.

Scan ES+
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ANEXO 2

Protocolo de Aprovacéo do Estudo pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS).

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissido De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

PRCBE

)

CARTA DE APROVAGAO

Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Namero: 24138

Titulo: A valiagéio da relagdo estruturalfarmacocinética de uma série de

4-aril-3 4-diidropirimidin-2(1H)-onas

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA - coordenador desde 01/08/2012
VERA LUCIA EIFLER LIMA - pesquisador desde 01/08/2012
Fernanda Rodrigues Galves - Aluno de Mestrado desde 01/08/2012

Comissido De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniio realizada em
04/03/2013 - Sala de Reuniées do 2° andar do Prédio da Reitoria - Campus Central., em seus
aspectos éticos e metolodoldgicos, para a utilizagao de 90 a 150 ratos Wistar, machos e
adultos, de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a
Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagdo de animais em
atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Segunda-Feira, 18 de Margo de 2013

“~é£_?£2&a-%_& R

STELA MARIS KUZE RATES
Coordenador da comissao de ética
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