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RESUMO

VALIDACAO DE METODO  BIOANALITICO, FARMACOCINETICA E
BIODISTRIBUICAO DO DM1 EM CAMUNDONGOS

Autor: Gilvan de Paula Leonardo

Orientadora: Profa. Dra. Claudete Justina Valduga

A 1,5-diarilpenta-1,4-dien-3-ona e derivados, como a 1,5-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona (1), sdo compostos fendlicos com estrutura similar
a da curcumina (3), composto de origem natural com uma grande variedade de
efeitos biologicos. O Grupo de Sintese Orgénica da UNIBAN vem trabalhando ha
alguns anos com o composto 1, que possui boa atividade antitumoral e baixa
toxicidade animal, conforme estudos in vivo demonstraram. O composto 1 foi
convertido em seu respectivo sal monossédico, o 4-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-
oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxifenolato de sodio (DM1, 2), a fim de tornar-se soluvel
em agua e facilitar a realizagdo dos estudos in vivo. Em ensaios de regressao
tumoral em camundongos, os dois compostos mostraram-se igualmente ativos. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver um método bioanalitico e dar continuidade
aos estudos pré-clinicos do DM1, como farmacocinética e biodistribuicdo em
camundongos. Para analise e quantificacdo do DM1 foi desenvolvida uma
metodologia analitica por HPLC, a qual apresentou parametros de validagao dentro
daqueles nacional e internacionalmente aceitos para métodos bioanaliticos. Os
estudos de farmacocinética e biodistribuigdo foram conduzidos em camundongos
BALB/c, apdés administragdo de 50 mg/kg de DM1, por via endovenosa. Os
resultados obtidos mostraram que o DM1 apresentou tempo de meia-vida muito
menor quando comparado a sua forma neutra, devido a rapida metabolizagao.
Foram identificados varios metabdlitos possiveis do DM1, produtos de metabolismo
de fase | (oxidagado, reducao e alquilagao) e de fase Il, pela conjugagéo com sulfato,

glicuronato e glutamil, através de analise por LC/MS e GC/MS.

Palavras-chave: validacao de métodos analiticos, pentadienonas, farmacocinética,

biodistribuicao.



ABSTRACT

VALIDATION OF BIOANALYTICAL METHOD, PHARMACOKINETIC AND
BIODISTRIBUTION OF THE DM1 IN MICE

Autor: Gilvan de Paula Leonardo

Orientadora: Profa. Dra. Claudete Justina Valduga

1,5-diarylpenta-1,4-dien-3-one and derivatives as 1,5-bis(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-penta-1,4-dien-3-one (1) are phenolic compounds with structure
similar to curcumin, a natural substance with a large variety of biological effects.
UNIBAN’'s Organic Synthesis Group has been working for some years with
compound 1, which shows a good antitumor activity and a low toxicity as confirmed
by the in vivo studies. Compound 1 was converted in its respective monosodium salt
sodium 4-[5-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-oxo-penta-1,4-dienyl]-2-methoxy-
phenolate (DM1, 2), in order to become water-soluble and to facilitate in vivo studies.
In tumor regression assays, in mice, both compounds showed similar activity. The
aim of this work was to develop a bioanalytical method and keep going on pre-clinical
studies of the DM1, as pharmacokinetics and biodistribution in mice. An analytical
method was developed to analyze and quantify DM1, which showed validation
parameters in agreement with both those national and internationally accepted for
bionalytical methods. Pharmacokinetic and biodistribution studies were performed in
BALB/c mice, after intravenous injection of 50 mg/kg of DM1. The results showed
that the half-life of DM1 was lesser than that of the neutral ones due to its fast
metabolization. Many possible metabolites of DM1 were identified, products of phase
| metabolism (oxidation, reduction and alkylation) and of phase Il, conjugation with

sulphate, glucuronide and glutamyl, through analysis by LC/MS e GC/MS.

Key-words: validation of analytical method, pentadienones, pharmacokinetic,

biodistribution
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1. INTRODUGCAO

Milhares de novos compostos sao sintetizados anualmente visando melhorar
a qualidade de vida do homem, ou ainda diminuir o sofrimento em algumas doencas
cronicas. Entre elas, o cancer é uma das doengas mais pesquisadas nos ultimos
anos. Inumeros compostos isolados ou sintetizados apresentam atividade
antitumoral, porém existe um caminho muito longo desde a confirmagao da atividade
até sua aplicacdo e aprovacao para ser utilizado na terapéutica. Por isso, €

imprescindivel o envolvimento de profissionais das multiplas areas do conhecimento.
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O cancer é um dos maiores desafios que a ciéncia enfrenta nesse inicio de
século XXIl, sendo que 7 milhdes de pessoas morrem a cada ano, ficando atras
somente das doencas cardiovasculares. Segundo dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), para o ano de 2007, foram registradas 7,9 milhdes de mortes e para
2030 espera-se um aumento de 45 %, saltando para 11,5 milhdes de mortes. O
numero de novos casos também devera saltar de 11,3 milhdes em 2007, para 15,5
milhdes em 2030 (WHO 2010). A principal causa do aumento do numero de casos é
o envelhecimento da populagdo, que faz com que a doenga seja considerada um

problema de saude publica.

Muitos dos compostos utilizados no tratamento das mais variadas doencgas
humanas sao oriundos de produtos naturais, de origem animal ou vegetal, tais
substancias séo produzidas como mecanismo de defesa. Muitas dessas substancias
ja sao sintetizadas em laboratério, com a finalidade de aumentar a quantidade de
produto disponivel para testes, ou entdo modificadas, para melhorar algumas das
suas propriedades. Um exemplo disso é a 1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-
dien-3-ona (1) (Figura 1), que possui estrutura analoga a compostos encontrados na
propolis, os quais possuem atividade antifungica, antitumoral, antiparasitaria, entre
outras (SUAREZ, et al, 2006). Este composto vem sendo extensivamente estudado
pelo grupo de Sintese Organica da UNIBAN, devido, principalmente, a sua excelente
atividade antitumoral encontrada em estudos pré-clinicos. Porém, devidos as suas
caracteristicas estruturais, o composto 1 ndo € hidrossoluvel. A solubilidade em
agua € uma propriedade almejada por todos os profissionais que trabalham na

pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.

Figura 1. Formula estrutural da 1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona

17



(1), 4-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxifenolato de sddio

(2) e curcumina (3).

Devido aos problemas relacionados a solubilidade, o composto 1 foi
transformado no seu derivado em forma de sal, soluvel em agua, o 4-[5-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxifenolato de sédio (2, DM1), que
apresenta atividade antitumoral idéntica ao composto original. O objetivo desta
modificagao era dar continuidade aos estudos farmacoldgicos, como farmacocinética

e biodistribuigao.

Estes compostos possuem caracteristicas estruturais semelhantes as da
curcumina (3), que é um produto de origem natural com uma série de atividades
bioldgicas interessantes. Estruturalmente, a diferenca entre eles, é a presenca de
uma ou duas carbonilas cetbnicas. Por isso, a grande maioria dos estudos bioldgicos

relacionados a estes compostos é feita de maneira comparativa.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir serdo descritas as principais propriedades farmacoldgicas
envolvendo os compostos 1 e 2 (DM1), a curcumina e outros analogos estruturais,
com objetivo de enfatizar a importadncia da pesquisa envolvendo este grupo de
principios ativos. Ainda, serdo abordadas bases tedricas correlacionadas ao objeto

de estudo desta dissertacao.
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2.1. Curcumina e derivados monocarbonilados: isolamento, sintese e atividade

biolégica

2.1.1. Isolamento e sintese

Os compostos estruturalmente relacionados com o composto 1 sdo muito
explorados como promissores agentes farmacolégicos devido a sua similaridade
com a curcumina (3) (Figura 1), um produto natural encontrado na Curcuma longa,
proveniente da india e é utilizado como pigmento e condimento alimentar (“curry”).
Nas ultimas décadas, a curcumina vem sendo extensivamente estudada devido as
suas propriedades farmacoloégicas multifuncionais, como atividade antitumoral,
antioxidante, antiartrite, antiamildide e antiinflamatdéria (ANAND et al, 2008). Estudos
clinicos recentes mostraram que a curcumina pode ser utilizada para tratamento por
via oral, com doses maximas de 12g ao dia, sem causar efeitos toxicos em humanos
(NCI, DCPC, 1996).

A curcumina foi isolada pela primeira vez em 1815, e obtida em forma
cristalina em 1870 (GOEL et al, 2008).

A 1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona (1) foi sintetizada pela
primeira vez em 1927 (GLASER e TRAMER, 1927) e, desde entdo, explorada
biologicamente como um analogo da curcumina. Somente em 1993, o composto 1
foi isolado e caracterizado a partir de rizomas da mesma planta (MASUDA et al,
1993). Nesse trabalho o autor relatou a atividade antioxidante e antiinflamatéria

destas pentadienonas.

2.1.2. Atividade antitumoral

Ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo confirmam a enorme potencialidade do
composto 2 em inibir o desenvolvimento de células tumorais do tipo melanoma

B16F10. Melanona é um tipo de cancer que é responsavel por 75% de mortes por
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cancer de pele (HALL et al,1999). Os ensaios in vivo, realizados em colaboragao
com o Instituto Butantan, mostraram a capacidade deste composto em inibir, ndo sé
o crescimento de tumores, como também o desenvolvimento de metastases
(FLORES et al, 2008). Em experimentos utilizando o composto 2, em camundongos
inoculados com células melanoma B16F10, tratados diariamente com 0,71 mg/kg,
observou-se regressao da massa tumoral em 84 % em comparagado com O grupo
ndo-tratado (SUAREZ et al, 2002, 2006 e 2008). Os resultados de estudos de
avaliacao da toxicidade aguda do composto 1 em miglyol®, como determinacao da
dose letal 50% (DLso), e toxicidade subcrdnica, evidenciaram a quase auséncia de
toxicidade. Ja, o seu derivado monossddico (2), que foi produzido para tornar o
composto soluvel em agua, apresentou DLs, de 700 mg/kg, por via intraperitonial e
14 mg/Kg, endovenoso. Nao foram observadas alteragbes hematologicas, como

imunossupressao ou reagdes auto-imunes, degenerativas, ou hipersensibilidade.

Analogos da curcumina, obtidos através da reagdo de condensacao de
knoevenagel, se mostraram efetivos na inibicdo do fator de necrose tumoral (TNF),
em varios tipos de tumores (ZAMBRE et al, 2006). Estudos Recentes demonstraram
que a curcumina é capaz de reduzir a proliferacao de células de carcinoma ovariano
com a mesma eficiéncia da cisplatina (ADAMS et al, 2004), que € um composto de
uso clinico utilizado no tratamento de varios tipos de cancer. Considerando que a
estabilidade quimica da molécula é fundamental, foram sintetizados derivados da
curcumina, através de reagdes simples e com bom rendimento, para avaliar a
melhora no perfil farmacocinético. Os derivados da curcumina foram testados contra
células cancerigenas de carcinoma de ovario humano. Quando comparados com a
cisplatina, os derivados apresentaram melhor desempenho no combate as células
cancerigenas, e 0 uso concomitante (cisplatina e derivados da curcumina) aumentou
a seletividade para as células cancerigenas, preservando as células saudaveis
(FERRARI et al, 2009).

Analogos da curcumina, como GO-Y030, FLLL-11 (igual composto 1) e FLLL-
12 (Figura 2), demonstraram ser mais potentes que a prépria molécula de curcumina
na prevencao e desenvolvimento de linhagens de células de cancer coloretal e
apoptose (morte programada de células) (CEN et al, 2009). O estudo comprovou
que os compostos FLLL-11 e FLLL-12 apresentaram toxicidade de até 200 vezes

maior que a curcumina em linhagens de células de cancer coloretal.
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Figura 2. Estruturas dos compostos FLLL-11,GO-Y030 e FLLL-12.

Além dos derivados sintéticos da curcumina, alguns metabdlitos também
apresentam atividade biologica superior, como é o caso da desmetdxicurcumina (4)
(Figura 3), que se mostrou mais ativa no aspecto antitumoral, antioxidante e
antimutagénico, e a Bisdesmetoxicurcumina (5), que apresentou um desempenho
superior ao da curcumina como inibidora da proliferagdo de células de cancer de

mama e na indugao da atividade antiparasitaria (ANAND et al, 2008).

O O
CH,0 l N _ [ OCH,
HO (3) OH
(0] (0] O O
O ™ bz O OCH, O X — O
HO () OH (5) OH

Figura 3. Curcumina (3) e seus metabdlitos desmetdxicurcumina (4) e
bisdesmetdxicurcumina (5).

2.1.3. Atividade inibitéria da enzima a-glicosidase

O poder de acao antiinflamatéria, antioxidante e principalmente de inibicdo da
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a- glicosidase, que € uma enzima chave na digestdo de carboidratos, foi evidenciado
e comprovado, pela redugcdo dos niveis de agucar no sangue em estudos com
curcumindides, como desmetdxicurcumina (4) e bisdesmetdxicurcumina (5) (Figura
3). A a-glicosidase foi relacionada como um contribuinte para a glicosilagéo do virus
da imunodeficiéncia humana tipo | (HIV-1) (WALKER et al, 1987). O composto 4
demonstrou maior atividade em relacédo a inibicdo da enzima do que 3 e 5, sendo
que a inibigao foi expressa em valores ICs, (que € a concentragao requisitada para a
producdo de 50 % de inibicdo no teste). Derivados contendo grupos tetraidroxil
exibiram atividade inibitéria com valores de ICs, menores ainda que 4. O estudo
revelou um grande potencial inibitério dos curcumindides e analogos da curcumina
em relacgdo a inibigdo da a-glicosidase, podendo ter grande importancia na pesquisa

e desenvolvimento de farmacos para o combate a diabetes (DU et al, 2006).

Na Figura 4 estdo desenhadas as estruturas dos analogos da curcumina que
participaram do estudo para avaliagcdo da atividade inibitéria da a-glicosidase,
acompanhadas dos seus respectivos radicais. E na Tabela 1, estdo relacionadas as

atividades inibitérias dos respectivos analogos.

(0] (0]
DOACASE R1\/R1
R2 R2 R2

R3 A R
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3 R3 B R3
0 0
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Rs c Rs Rs g Rs
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bisdesmetdxicurcumina desmetdxicurcumina

A1/B1/C1/D1: R1 = R3 = H, Rz = OH Az/Bz/Cz/Dz: R1 = R2= OH, R3 =H
A3/B3/C3/D3: R1 = H, R2 = OH, R3 = OCH3 A4IB4/C4/D4: R1 = Rs = C(CH3)3, Rz = OCH3
A5/Bs/C5ID5 . R1 = Rz = OCH3 , R3 =H As/Be/Ce/Ds: R1 = R3 = OCH3, Rz =OH

A7/B7/D7 Ry = Br, R3 = OCH3 s R, = OH

Figura 4. Analogos da curcumina.

3

Tabela 1. Atividade inibitéria de curcuminoides e analogos da curcumina sobre a a-

glicosidase (DU et al, 2006).

Composto R4 R> Rs IC50 (M) Inibigéao (%)
Curcumina OCHs OCHs - 37,2 ND
Desmetoxicurcumina H OCH; - 42,7 ND
Bisdesmetoxicurcumina H H - 23,0 ND
A, H OH H 37,6 ND
A; OH OH H 2,8 ND
A OCHj; OH H 47,0 ND
A C(CHs)s OH C(CHs)s >100 25,6
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As OCHs OCHs H >100 SI

As OCHs OH OCHs >100 35,8
A Br OH OCH; 29,3 ND
B H OH H 32,5 ND
B. OH OH H 2,6 ND
Bs OCHs OH H 52,8 ND
Bs C(CHs)s OH C(CHs)s >100 28,6
Bs OCHs OCHs H >100 sl

Be OCHs OH OCH; >100 37,4
B, Br OH OCHs 33,9 ND
C H OH H 21,8 ND
C. OH OH H 1,6 ND
Cs OCHs OH H 37,0 ND
C. C(CHs)s OH C(CHs)s >100 27,5
Cs OCHs OCHs H >100 sl

Cs OCHs OH OCHs >100 31,3
D, H OH H 61,3 ND
D, OH OH H 8,2 ND
Ds OCHs OH H >100 38,2
D, C(CHs)s OH C(CHs)s >100 23,3
Ds OCHs OCHs H >100 sl

De OCHs OH OCHs >100 28,9
D, Br OH OCHs 38,1 ND

ND: ndo determinado; Sl: sem inibicédo

Os analogos com substituicdo em R e R: pelo grupo OH, apresentaram
consideravel poder de inibicdo da enzima com baixos valores de ICs, chegando até
15 vezes menos que o composto 3. A introducdo de grupos metdéxi e OH nas
posicbes orto e para, respectivamente, evidenciaram que C3 (composto 1)

apresentou uma queda na capacidade de inibicdo da enzima a-glicosidase.

2.1.4. Propriedades antimicrobianas

24



Os ensaios antiparasitarios in vitro e in vivo realizados no departamento de
parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&do Paulo
mostraram que composto 1 é um potencial leishmanicida, exibindo atividade
expressiva, particularmente, contra amastigotas de Leishmania amazonensis
(SUAREZ et al, 2002 e FLORES et. al, 2008).

Derivados da curcumina, com apenas uma carbonila na estrutura, como a
ciclopentanona (A), 1,5-diarilpentadieno-3-ona (B) e cicloexanona (C) (Tabela 2),
apresentaram atividade bactericida superior contra bactérias do género Enterobacter
cloacae, e frente a bactérias gram-positivas, como S. aureus, Micrococcus, S.
saprophyticus e S. epidermidis (LIANG et al, 2008). Os analogos B foram mais
efetivos na inibicdo do crescimento das bactérias testadas do que A e C,
principalmente os compostos B13 e B14 (composto 1), que possui os grupos CHs0
e OH comprovando que a posi¢cdo do substituinte tem grande importancia na

atividade antibacteriana.

Tabela 2. Analogos estruturais monocarbonilados da curcumina: ciclopentanona (A),
1,5-diarilpentadieno-3-ona (B) e cicloexanona (C) (LIANG et al, 2008).

R, (l) R, R, o) R, R, o) R,
Ry N yZ R, Ry AN = R, Ry X = R,
DhSAOWUNS CL U
R, Ry Ry Ry Ry Rs
Ry A R, Ry B Ry Ry c Ry

Compostos R R Rs R4
1 H H OCH,CH; H
2 H H F H
3 H OCHj; OCH; OCH;

25



4 H H N(CHs), H
6 Br H H H
7 H CFs * H
8 F CFs H H
10 H Br H H
11 H OCH;, * H
12 H H > H
13 H H OH H
14 H OCHs OH H
16 H H OCH,CH=CH, *
17 H OCH;, OCH,CH=CH, H

Estudos recentes, com diferentes grupos ligados a molécula de curcumina,
obtidos através de reagcbes de condensacao de Knoevenagel (Figura 5), indicaram o
potencial da curcumina em atuar como agente antimalarico. Foi evidenciada inibi¢ao
do crescimento de células in vitro do P. falciparum, que € o protozoario transmissor
da malaria. Todos os compostos sintetizados apresentaram atividade superior a da
curcumina. O composto que possui R=H, R,=OCH; e R3;=0OH exibiu grande
capacidade de inibicao do crescimento do microorganismo, sendo o0 mais potente de
todos. O resultado indica que a presenca do grupo hidroxi (OH) no anel ligado ao
carbono central C4 seja o responsavel pelo aumento da atividade antimalarica
(MISHRA et al, 2008).

0O O 0O O
CH,0 \ > OCH, CH,O ™ > OCH,
I
® > g T
HO OH HO OH
3
1 Ry Ry R3 R

R

H H H R2
H H OH

H OCH, OH

Figura 5. Reagao de condensagao de Knoevenagel para obtengéo de derivados da
curcumina com anel aromatico ligado ao carbono central C4; condi¢des reacionais:
(a) benzaldeido, 4-hidroxibenzaldeido, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina),
trifenilfosfina (catalisador), 75-80 "C/3 h.
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2.1.5. Atividade antiinflamatodria

Estudos demonstraram que a inflamagao esta relacionada com a patogénese
de varias doencas incluindo cancer, arteriosclerose, diabetes, artrite reumatdide e
doengas inflamatérias intestinais (KRISHINAMOORTHY et al, 2006 e JANKUN et al
2006).

A curcumina tem apresentado efeitos benéficos na indugcdo de citocinas,
como fator de nerose tumoral a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), que sdo mediadoras
de processos inflamatorios. Porém, como barreira limitante tem-se o pobre perfil
farmacocinético e credita-se a isso a presenga do grupo B-dicetona da mdlecula de
curcumina, que faz com que ocorra um rapido metabolismo e baixa absor¢cao da
substancia. Baseado nisso, LIANG e colaboradores (2008) sintetizaram novos
compostos com estruturas mais estaveis para que fossem avaliadas suas atividades
antiinflamatdrias in vitro (Tabela 3). A maioria dos compostos demonstrou aumento
da indugcdo do TNF-a e IL-6 em macréfagos. Os analogos sintetizados foram

ciclopentanona (A), 1,5-diaryl-1,4-pentadieno-3-ona (B) e ciclohexanona (C).

Tabela 3. Analogos monocarbonilados da curcumina utilizados no estudo de

avaliacéo da atividade antiinflamatoéria (LIANG et al, 2008).

Composto R4 R2 Rs R4
1 H H OH H
2 OCHs OH H
3 BR H H H
4 F CF3 H H
5 H Br H H
6 H H F H
7 H H OCH,CHj; H
8 H OCHs OCHs OCHs
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9 H H C’/\(O H

10 H H N(CHa), H
11 H OCHs U H
12 H H OCH,CH=CH H
13 H OCH; OCH,CH=CH H
14 H H /|N s H

Os compostos B2, C2 e A14 apresentaram maior capacidade de inducao do
TNF-a e IL-6 do que a curcumina, remetendo a importancia dos substituintes e
posicionamento dos grupos OH e metdxi na posicao orto para a melhora das

propriedades antiinflamatérias.

Em experimentos in vivo, realizados através da inducdo da inflamacéao
(edema) em orelhas de ratos, comprovaram o aumento da atividade antiinflamatadria
da curcumina com a administracao oral, na forma de nanoemulsdes, contendo
triacilglicerois e Twin 20 (WANG et al, 2008).

Estudos recentes comprovaram a agao antiinflamatéria da curcumina
administrada por via oral emulsionada em carboximetilcelulose (CMC). A formulagao
apresentou um potente efeito antiinflamatério no gene deficiente da interleucina-10
(IL-10), que esta bem caracterizada na doenca inflamatdria intestinal (UNG et al,
2009).

2.1.5.1. Inibidores da COX-1

A inibicao do metabolismo do acido araquidénico pela curcumina tem
remetido a um papel chave, de grande importancia no mecanismo de acao
anticarcinogénica. A enzima ciclooxigenase (COX) catalisa o primeiro dos dois
passos na sintese de prostaglandinas (PGs) do substrato acido araquidénico (Figura
6). Até o momento sabe-se da existéncia de duas isoformas da COX, a COX-1 e a
COX-2; a primeira (COX-1) tem funcao constitutiva, sendo responsavel pela

manutengao fisiolégica do organismo e, a prostaglandina produzida, tem um papel
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de protegdo. A outra isoforma da enzima (COX-2) é uma forma induzida, e sua
funcdo é afetada por varios estimulos como mitogenes, oncogenes e promotores
tumorais e esse papel em carcinogénese e angiogénese tem sido bem documentado
(FORNIER et al, 2000).

FOSFOLIPASE A2

|

AcC. ARAQUIDONICO

VIA ENZIMA VIA ENZIMA
LIPOXIGENASE CICLOOXIGENASE
LEUCOTRIENO PROSTAGLANDINAS TROMBOXANAS
B4 C4 D4 E4 PGD, PGE, PGF TXA, TXB,

Figura 6. Metabolismo do acido araquidénico.

Os medicamentos utilizados como inibidores da COX-2 foram suspensos
devido a associacdo desses farmacos com o aumento da incidéncia de eventos
cardiovasculares, como ataques cardiacos e derrames cerebrais. Estudos recentes
indicaram um possivel envolvimento de outra isoforma da COX, a COX-1 em
angiogénese (KITAMURA et al, 2004), fornecendo razdes para o desenvolvimento
de inibidores da COX-1. Posteriormente, outros estudos indicaram que a COX-1 esta
expressa de forma significativa em células cancerigenas de ovario (SANO et. al.,
2006).

Analogos da curcumina, com diferentes grupos ligados nos anéis aromaticos
(Tabela 4), foram testados quanto ao poder de inibicdo da COX-1 e COX-2 in vitro,
para posterior comparagdo com valores obtidos pelo uso do celecoxibe, um
antiinflamatdrio ndo esterdéide (AINE) inibidor seletivo da COX-2 (HANDLER et al,
2007).
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Tabela 4. Analogos da curcumina sintetizados para avaliagdo da atividade inibitoria
da COX -1 e COX-2 (HANDLER et al, 2007).

R, O O R4
R, \ | Z O Ry
JC .
Composto R; R> Rs [Csocox-1) ICsocox-2)
1 H F F 0,33 12,58
2 H H SCH;s n.d n.d
3 H H SO,CHs 2,68 >100
4 OCHjs OCHj5 OCHj; 0,06 >100
5 H H COOCH; 0,05 <0,0005
Curcumina H OCHj; OH 50 >100
Celecoxib 13,7 0,03

n.d: ndo determinado

Em um estudo recente (PAULINO et al, 2009) relacionando a atividade
antiinflamatéria de um derivado acetilado da pentadienona 1, foi comprovado o efeito
antiinflamatorio da 1,5-bis-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)-penta-1,4-dien-3-ona
representada na Figura a seguir. Os autores sugerem que o composto tenha a

capacidade de ativar a bradicinina, prostaglandinas e de produzir acido nitrico.

Figura 7. Sintese do 1,5bis(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)-penta-1,4-dien-3- ona, a

partir do composto 1; (a) em anidrido acético em presenca de acetato de sddio.

2.2. Estudos farmacocinéticos dos curcumindides

A farmacocinética pode ser definida como a sequUéncia temporal das

concentracdes do farmaco alcancadas em diferentes regides do organismo durante
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e apo6s a administracdo de uma dose, isto €, os eventos observados apds a
interacdo do farmaco com seu receptor, ou outro local primario de acao (RANG et.
al., 2003). Ela se caracteriza, entre outros aspectos, pela constru¢do de modelos
que representam um sistema de compartimentos no organismo e nos quais se
supde que se distribui o farmaco depois de administrado. Um compartimento pode
ser um grupo de tecidos com caracteristicas fisiolégicas e fisico-quimicas similares,
tais como o fluxo sanguineo, afinidade por farmacos, etc. Depois de sua introducao
na corrente sanguinea, por um processo de absor¢cdo, bem como, por injecéo
intravenosa, o farmaco se distribui nestes compartimentos. O processo de absorcao
€, em geral, rapido e se caracteriza por ser reversivel. Sendo assim, o farmaco
presente no sangue se encontra em estado de equilibrio com o farmaco em outros
fluidos, tecidos ou 6rgdos de distribuigdo. Como consequéncia deste equilibrio, as
trocas de concentragdo do farmaco no sangue indicam trocas de concentragdo em
outros compartimentos. A transferéncia do farmaco do sangue para urina ou a outros
compartimentos de excreg¢ao, assim como os processos de biotransformacao dos
farmacos, no plasma e tecidos, em produtos metabdlicos, geralmente inativos, s&o
processos irreversiveis. Esta irreversibilidade da lugar ao processo denominado
eliminagdo, que compreende todos aqueles mecanismos que determinam a
eliminagao do farmaco do organismo, seja por excreg¢ao urinaria, biliar ou outras vias
(CARCAMO, 1982). A farmacocinética também pode ser definida como sendo o
estudo da dindmica de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo de um
farmaco (WILKINSON, 2001). Assim, o objetivo da farmacocinética & descrever as
alteragdes na concentracao de farmacos e de seus metabdlitos nos varios fluidos do
organismo e tecidos em fungdo do tempo. Equagdes matematicas e modelos sao
utilizados para descrever os resultados experimentais e para obter parametros
farmacocinéticos, tais como: constante de velocidade de transferéncia (k),
constantes de absorcdo, metabolismo e eliminagcdo de farmacos, volume de
distribuicdo (Vd), o grau de ligagdo as proteinas plasmaticas, entre outros
(WILKINSON, 2001).

Diversos trabalhos tém tido como alvo, o estudo do perfil farmacocinético da
curcumina e seus metabolitos. Na pesquisa de novos farmacos para o combate e
prevencao de doencgas, um quesito que é bastante avaliado € a questdo da absorgao
e biodisponibilidade da substancia, desde o local de aplicagdo até a chegada ao

plasma. A absorcdo depende fundamentalmente de fatores como motilidade
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gastrointestinal, pH gastrointestinal, tamanho de particulas e interagao fisico-quimica

da substancia com o conteudo intestinal.

A curcumina apresenta baixa biodisponibilidade por via oral (MAITI et al, 2007
e WANG et. al, 2008). Em ensaios para avaliagdo da biodisponibilidade da
curcumina em ratos, apdés administragdo por via oral (500 mg/Kg), a
biodisponibilidade oral foi em torno de 1% (YANG et al, 2007). A curcumina presente
no plasma dos ratos foi quantificada por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC/MS), apds validagdo do método bioanalitico.

A grande dificuldade para continuidade dos estudos das propriedades da
curcumina € a sua baixa solubilidade em agua, sendo assim os pesquisadores tém
buscado outras alternativas e mecanismos para melhorar a absorgdo da substancia.
Dentre elas, o uso de nanoparticulas lipidicas para a distribuicdo de curcumina em
tecidos de macréfagos da regido da medula éssea e bacgo, por via intravenosa, que
apresentou bons resultados, 6 horas apds a administracdo. Pdde ser observado
através de microscopia que a curcumina tinha sido em grande parte distribuida pelos
tecidos. Esse sistema pode ser util e apropriado para terapias antioxidante e
antiinflamatdrias (SOU et al, 2007).

Uma nova formulacédo de curcumina em combinagao com os fosfolipidios com
o proposito de superar a limitagdo de absorgao, e de investigar o efeito protetor do
complexo curcumina-fosfolipideo em tetracloreto de carbono (CCls), por um
processo de inducdo hepatica em ratos, permitiu avaliar as enzimas hepaticas na
condicdo de estresse oxidativo. O complexo curcumina—fosfolipideo protegeu o
figado, restabelecendo os niveis de enzimas do sistema glutationa hepatica e de
superoxido dismutase, catalase e acido tiobarbiturico em relagdo ao grupo tratado
com tetracloreto de carbono. O complexo proporcionou melhor protecao para o
figado de ratos do que a curcumina livre em doses iguais. O resultado mostrou que o
complexo curcumina-fosfolipideo obteve melhor atividade hepatoprotetora. Além
disso, apresentou atividade antioxidante superior a da curcumina livre, no mesmo
nivel de dose (MAITI et al, 2007).

Estas possibilidades podem ser estendidas a outros derivados da curcumina
que apresentaram atividade biolégica superior, mas que apresentam os mesmos

problemas de solubilidade.
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LIANG e colaboradores (2009) analisaram o perfil farmacocinético do
composto 1 comparado a curcumina, apos administragao oral de 500 mg/kg, por via
oral, em camundongos. A absor¢dao de 1 foi em torno de 10 vezes maior que a
curcumina, além de apresentar meia-vida 2 vezes superior € como consequéncia a

metabolizacao foi mais lenta.

2.3. Estudos de relacao entre estrutura quimica e atividade biolégica (REA) da

curcumina e analogos monocarbonilados

Durante a ultima década, estudos com modificagdes na estrutura da
curcumina apontaram para um aumento da bioatividade, por isso, estes compostos
tém sido intensamente estudados. Entretanto, alguns desses estudos estao focados
na melhora do perfil farmacocinético. Estudos anteriores sugerem que o perfil
metabdlico e a estabilidade da curcumina (3) pode ser aumentado pela retirada da
fragdo 3-cetona (LIANG et al, 2008).

Nao existem ainda estudos que comprovem o0 mecanismo de acg¢ao do
composto 1, bem como para os curcuminoides em geral (ANAND et al, 2008). Mas,
acredita-se que as duas hidroxilas sejam importantes para o efeito biolégico. Apesar
da vasta acgdo biolégica apresentada pelo composto 1 e derivados, o grande
problema relacionado a aplicacdo clinica é a instabilidade dos compostos e
problemas relacionados a absorgao e biodisponibilidade. Sendo assim, existe um
grande interesse na sintese e na exploragdo do potencial biolégico de compostos
analogos que possuam uma estrutura mais estavel (Figura 8), onde se tem um

composto monocarbonilico.
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Figura 8. Estrutura geral dos derivados monocarbonilados estruturalmente

relacionados a curcumina, utilizados para estudos de REA (sem a [3-cetona).

Para os derivados monocarbonilados com estrutura geral representada
anteriormente, os estudos de REA mostraram que um substituinte fortemente
retirador de elétrons na posicdo A pode aumentar a bioatividade e, quanto mais
eletroatraente é o grupo, mais citotéxico é o composto. Um doador fraco de elétrons
na posicao B é mais favoravel para a atividade antitumoral do composto, enquanto
que um forte retirador de elétrons pode remover a bioatividade do composto. A
presenca de uma cetona ou uma cicloexanona na posi¢cao C aumenta a atividade do
composto quando comparado com uma ciclopentanona. A presenca de um
heteroatomo em qualquer posicdo do anel € bem acessivel do ponto de viso

farmacoldgico.

A atividade citotéxica contra células cancerigenas tem um aumento
expressivo quando a posigdo C é ocupada por uma cetona ou uma cicloexanona,
quando comparado com a curcumina. O composto com uma cetona em C (composto
1) apresentou expressiva atividade antiproliferativa frente a células de tumores de
mama e prostata, apresentando poténcia 4 vezes maior que a curcumina (FUCHS et
al, 2009).

A exploragao de estudos de REA com analogos da curcumina é cada vez
mais frequente, com o proposito de encontrar substéncias com maior estabilidade,

seletividade e biodisponibilidade.
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2.4. Metabolismo de farmacos

O metabolismo de farmacos envolve dois tipos de reagdes importantes
conhecidas como reacao de fase | e fase |l, que freqlientemente, mas néo de forma
invariavel, essas reagdes ocorrem em sequéncia (Figura 9). As reacbes de fase |
sdo catabdlicas (oxidacao, reducao e hidrolise) e quase sempre os produtos sao
mais reativos. As reacdes de fase Il s&o sintéticas (anabdlicas), e envolvem a
conjugagao com a formagao de compostos inativos (RANG et al, 2003). As reagdes

e fase | e Il ocorrem no figado, embora algumas ocorram no plasma.

Fase | Fase Il
Droga —— Derivado _— Conjugado
Conjugagéo
COOCH COCH COOH COOH
OCOCH, OH o. R
OH
— —_—
. HO OH
AC.SALICILICO .
ASPIRINA GLICURONIDEO

Figura 9. Exemplo das duas fases no metabolismo de farmacos:
metabolizagédo da Aspirina “.

2.4.1. Mecanismo da enzima citocromo P450 (CYP 450)

2.4.1.1. Reacoes de fase |

As enzimas do citocromo P450 formam uma grande familia de enzimas
correlatas, porém distintas. Até o momento se sabe que existem 74 familias de
genes CYP, sendo que trés principais (CYP1, CYP2 e CYP3) estdo envolvidas no
metabolismo de farmacos no figado humano. A oxidagao dos farmacos pelo sistema
da monoxigenase P450 necessita da presenca do farmaco que atua como substrato,
da enzima P450 e, além disso, de oxigénio molecular, NADPH e uma flavoproteina

(NADPH-P450 redutase). A seguir estdo relacionadas as enzimas evolvidas no
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metabolismo de alguns dos farmacos mais utilizados na terapéutica (Tabela 5)
(RANG et al , 2003).

Tabela 5. Exemplos de farmacos comuns que sao substratos das
isoenzimas CYP P450.

Isoenzima P450 Farmacos

CYP1A1 Teofilina

CYP1A2 Cafeina, paracetamol, tacrina e teofilina
CYP2A6 Metoxiflurano

CYP2C8 Taxol

CYP2C9 Ibuprofeno, fenitoina, tolbutamida, warfarina
CYP2C19 Omeprazol

CYP2D6 Clozapina, codeina, debrisoquina, metoprolol
CYP2E1 Alcool, enflurano, halotano
CYP3A4/5 Ciclosporina, losartan, nifedipina, terfenadina

2.4.1.2. Reacoes de fase Il

Se o farmaco tiver um grupo hidroxila, tiol ou amino na molécula original ou
num produto decorrente do metabolismo de fase I, ele é suscetivel a conjugagao,

isto é, a fixacdo de um grupo substituinte e essa etapa é conhecida como fase Il.

Os grupamentos mais freqlientes envolvidos na formacéo de conjugados sao:
Sulfato, metila, acetila, glicila e glutationa. A formacéo de glicuronideo envolve a
formacgdo de um composto de alta energia — o acido uridina — difosfato — glicurénico
(UDPGA). Ocorrem também reagdes de acetilacdo e de metilagdo com as enzimas
(Tabela 6) (RANG et al, 2003).
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Tabela 6. Exemplos de reagdes de conjugagao de fase Il.

Tipo de reagao Substrato Enzima envolvida Produto
R-OH R-O-G
DP
Glicuronidagéao RNH; UbPG > RNH-G
R-SH UDPG Tranferase R-S-O
Metilagao R-OH S-adenosil-metionina > R-O-CHs
Acetil - Coa
Acetilagao RNH; RNHCOCHj;

N- acetiltransferase >

2.4.2. Produtos de decomposicao e metabolizacdo da curcumina

Estudos comprovaram um grande efeito na inibicdo de algumas isoformas da
enzima citocromo P450 como a CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 e CYP2B6 pela
curcumina (3) e os metabdlitos vanilina, acido vanilinico, acido ferrulico e aldeido
ferralico (Figura 10), obtidos por decomposi¢do da curcumina em pH 7,4, o que pode
comprometer a eficacia de um tratamento terapéutico pela ineficiéncia da absorcéo
de medicamentos (OPONG et al, 2007).

HO . OH
Curcumina
COOH CH=CHCHO CH=CHCOOH
Vanilina Acido Vanilinico  Aldeido Ferulico Acido Fertlico

Figura 10. Produtos de decomposi¢cao da curcumina.

2.5. Validacdo de métodos analiticos
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A validagao é o ato ou efeito de validar, tornar valido, tornar legitimo ou legal,
com o objetivo de diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou
inexatiddo de um dado que foi gerado. Entre esses fatores podem ser citados:
variabilidade de amostra, eventual contaminagdo, reagentes inadequados,
pipetagem errada, variacbes de temperatura, descuido na manutengdo de
equipamentos, calibracdo ineficiente, analista despreparado e perdas durante a
analise. Segundo a ANVISA (RE 899/03) a validagdo deve garantir, através de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes
pretendidas, assegurando a confiabilidade dos resultados. No desenvolvimento de
um meétodo analitico, € importante avaliar se os parametros de validagdo estdo de
acordo com os requisitos estabelecidos pelo protocolo utilizado na validagdo da
metodologia. Com relacéo aos parametros de desempenho e critérios de aceitagao,
os laboratorios, ao reproduzirem métodos oficiais este é considerado validado
quando forem avaliados parametros como precisao, especificidade e linearidade. No
caso de metodologias n&o-oficiais, a metodologia s6 sera considerada validada se
forem avaliados o0s seguintes requisitos, quando aplicavel: especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccgao, limite de quantificacao, exatidao
e robustez (ANVISA, RE 899/03, SHAH et al, 1991 e FDA, 1995).

2.5.1. Especificidade

E a capacidade que o método analitico possui em discriminar a substancia a
analisar de outras substéncias presentes na matriz (isbmeros, metabdlitos, produtos
de degradacdo, componentes da matriz, etc.). Este parametro de desempenho do
método, apods as investigacbes necessarias, € utilizado para a avaliagdo de
possiveis falsos negativos, falsos positivos e se a quantificagdo é apreciavelmente
influenciada (ANVISA, 2003).

2.5.2. Limite de deteccao

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser

detectado, ndo necessariamente quantificado sob condi¢des experimentais
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estabelecidas (ANVISA, 2003). Limite de detecgdo do método (LDM) é a menor
concentracdo de uma substancia que pode ser detectada com 95% ou 99% de

confianga de que a concentracao do analito € maior que zero.

2.5.3. Limite de quantificacao

Limite de quantificagcado (LQ) é a menor concentragdo do analito presente em
uma amostra que pode ser determinada, com precisdo e exatidao aceitaveis, sob

condicdes experimentais aceitaveis (ANVISA, 2003).

2.5.4. Faixa linear de trabalho

Em um determinado método quantitativo, existe um determinado intervalo de
concentracdo em que o analito pode ser quantificado com exatidao, precisao e
linearidade adequadas. Este intervalo especificado compreende a faixa superior e
inferior do limite de quantificacdo, sendo definido pela resposta do analito no
equipamento em que foi efetuada a analise. Na maioria dos casos este
procedimento € derivado do estudo da linearidade (ANVISA, 2003). Na pratica, a
linearidade é determinada por intermédios de graficos de calibracdo, seguidos de
tratamento estatistico.

O numero minimo de pontos geralmente aceito nos graficos de calibragao
varia entre 5 e 8 pontos. As concentragcdes devem ser escolhidas de forma a cobrir
uma faixa desde 50% até 150% do valor que se espera encontrar na amostra em
estudo (SHAH et al, 1991).

2.5.5. Exatidao

Expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
verdadeiro. Valores baixos de exatiddo sao ocasionados por erros sistematicos que
provocam desvios ou tendéncias nos resultados. Assim uma exatidao expressa
como 105% indicaria uma tendéncia positiva de desvio de 5%, enquanto uma
exatiddo expressa como 95% significaria uma tendéncia negativa de 5%. Os
processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo sao a utilizacdo de

materiais de referéncia certificados (MRC), comparagdes interlaboratoriais e testes
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de recuperagao (INMETRO, 2002).

2.5.6. Precisao

Expressa a concordancia entre varios resultados analiticos obtidos para uma
mesma amostra, podendo ser avaliada em condicbes de repetibilidade ou
reprodutibilidade. A precisdo pode ser expressa como intradia (intra—day), quando
medida no mesmo dia, ou como interdias (inter-days), quando medida ao longo de
varios dias. Sendo essas determinagdes particularmente importantes no caso de
amostras bioldgicas (LANCAS, 2004).

2.5.7. Repetibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um
mesmo mensurando, sob as mesmas condi¢cdes analiticas, chamadas de condigbes
de repetibilidade. Devem ser usados os mesmos procedimentos de medicao,
analista, local e repeticdes em um curto espaco de tempo.

Em anélises cromatograficas € importante conhecer a repetibilidade de pelo
menos dois parametros: o tempo de retengdo e area do tempo de retencao, ja que
na maior parte das analises cromatograficas, ela é usada para confirmagédo de
identidade do composto. A repetibilidade da area de um pico é importante por ser o

parametro utilizado na quantificagdo do composto de interesse (LANCAS, 2004).

2.5.8. Precisao intermediaria

Trata-se da concordéncia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes ou equipamentos diferentes.
Recomenda-se pelo menos um minimo de dois dias diferentes com analistas
diferentes. A variagao entre dias, por exemplo, pode ser avaliada preparando-se
uma nova solugdo de amostra, do padrao e de fase movel, a cada dia (LANCAS,
2004).

2.5.9. Reprodutibilidade
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E a concordancia entre os resultados das medicdes efetuadas em condicdes
variadas de medicdo. O estudo da reprodutibilidade é realizado através de estudos
colaborativos entre laboratérios. Na maioria das vezes é utilizada para a
padronizacdo de metodologias ou para inclusdo de métodos analiticos ou
farmacopéias. Sua grande importancia se da pelo fato de confirmar se determinada
metodologia pode ou nao ser transferida de um laboratério para outro, gerando
resultados aceitaveis dentro dos critérios estabelecidos (LANCAS, 2004, INMETRO,
2002).

2.5.10. Seletividade

Corresponde a capacidade de um método em determinar o analito de maneira
inequivoca na presenca de outras substdncias que possam interferir na
determinagdao. Tem grande importancia nas analises de residuos de pesticidas em
alimentos por exemplo. Em geral uma forma simples de verificar a seletividade de
um meétodo cromatografico € observar a presencga de picos na regidao do tempo de
retencéo do analito de interesse (LANCAS, 2004).

Entretanto, para matrizes complexas (como residuos de pesticidas em
alimentos, farmacos em medicamentos, etc) somente esse critério podera néo ser
suficiente para atestar a seletividade de um método. Deve-se ainda, demonstrar que
0 pico observado no tempo de retencdo do analito de interesse possui apenas o
componente de interesse, ou seja, € realmente o analito procurado. Isso é
importante em decorréncia da possibilidade de co-eluicdo do composto com outros
interferentes principalmente em analise contendo muitos compostos (ANVISA,
2003).

2.5.11. Recuperacao

Trata-se de uma medida de eficiéncia do processo de isolamento do analito
de interesse da matriz na qual se encontra presente. Deve-se avaliar a recuperacao
em varias concentracdes, uma vez que esta pode variar bastante em concentragdes
muito baixas. Em geral, o valor obtido empregado na formula é a media das varias
recuperagbes conseguidas em diferentes concentragcbes. Na maioria dos

procedimentos analiticos de validagao, recuperacdes dentro da faixa de 70% -120%
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sdo aceitas, a menos que a faixa desejada seja especificada com outros valores
(LANCAS, 2004 e SHAH et al, 1991).

A quantificacdo do analito durante os estudos de recuperagao €, geralmente,
feita por meio de métodos do padrao externo ou do padrdo interno. O método do
padrdo externo € mais simples, rapido e barato, porém muitas vezes sujeito a erros;
o método do padrao interno € mais demorado, caro e menos sujeito a erros, desde

que o padrao interno seja escolhido adequadamente (LANCAS, 2004).

2.5.12. Padrao Externo

Neste caso, a porcentagem em massa de uma amostra de concentragao

desconhecida é determinada a partir de um grafico de calibracéo.

2.5.13. Padrao Interno

O padrao interno € um composto que é adicionado a amostra contendo o
componente cuja massa se pretende determinar, de forma que nunca interfira na
analise (LANCAS, 2004). Para tal, ele deve:

(a) nunca ser encontrado na amostra

(b) estar disponivel em elevado grau de pureza

(c) ser adicionado a amostra em concentragdes similares ao composto a ser
analisado.

Esse procedimento é util, pelo fato de independer de pequenas mudancas em
variaveis experimentais, como temperatura da coluna, fluxo do gas de arraste e

tamanho da amostra.

2.5.14. Estabilidade

Refere-se ao tempo durante o qual as solugbes—padrao e da amostra
contendo o analito podem ser utilizadas sem que haja decomposigdo apreciavel

dentro de condi¢cbes experimentais fixadas.
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Dependendo do analito, da matriz e do objetivo do estudo, as condigbes de
avaliacdo da estabilidade dos analitos podem ser melhor ajustadas. Assim, por
exemplo, € comum determinar a estabilidade das solugdes em funcdo da

temperatura, em diferentes tempos de estudo (LANCAS, 2004).

2.6. Espectrometria de massa

A espectrometria trata-se de um método de analise baseado na medida de
absor¢cdo quando um feixe de luz branca passa através dele. Quando se tem a
radiacdo € devido as reflexdes na superficie e em parte a dispersado por qualquer
particula em solugdo, mas acima de tudo, € devido a absor¢do da energia radiante
pelo liquido (MOFFAT et al, 1986).

Na mistura de componentes (principios ativos), a espectroscopia direta muitas
vezes nao pode caracteriza-los, devido a superposi¢ao de bandas, impedindo assim

a caracterizacdo do componente de interesse.

2.7. Cromatografia liquida alta eficiéncia (HPLC)

E um método fisico-quimico de separagdo, no qual os componentes a serem
separados sao distribuidos em duas fases: uma fixa de grande area superficial
denominada fase estacionaria, e outra um fluido que percorre através dela sendo por
isto, denominada fase movel (COLLINS et al, 1997).
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3. OBJETIVO

Desenvolvimento de um método bioanalitico para quantificar o 4-[5-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxifenolato de sédio (2, DM1), em
amostras de plasma e realizar os experimentos de farmacocinética e biodistribui¢cao
deste principio ativo, que s&o indispensaveis para a continuidade dos experimentos
pré-clinicos que se encontram em fase bastante avancada de desenvolvimento,

visando sua aplicagao clinica como antitumoral.

3.1. Objetivos especificos

- Desenvolver um método especifico de analise e quantificacdo do composto em

estudo na auséncia de interferentes;

- Determinar uma metodologia eficiente de extragdo do principio ativo de amostras

de plasma;

- Validar o método analitico (precisao e exatidao) e determinar o limite de deteccgéo e
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quantificacao do método;

- Avaliar o perfil farmacocinético e de biodistribuicdo da substédncia em diferentes

orgaos de camundongos;

- Analisar os possiveis metabdlitos do DM1.

4. EXPERIMENTAL

4.1. Solventes, reagentes e outros materiais

- Metanol grau cromatografico (Merck®)

- Acetonitrila grau HPLC (Merck®)

- Acido acético glacial 100 % p.a. (Merck®)

- 1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona (1)

- 4-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxifenolato de sédio
(2, DM1)

- Papel de filtro quantitativo

- Tubos de ensaio

- Micropipetas Eppendorf

4.2. Equipamentos

- HPLC Shimadzu — Modelo SPDV 10 AV (INCOR-HC-FM-USP)
- Detector de UV - A =210 nm
- Coluna Shim-pack 4,6 mm I.D X 15 cm, CLC-ODS (M) C18
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- Pré-coluna Luna C18 (2) (Phenomenex)

- HPLC Shimadzu — Modelo SPDV 10 AV acoplado a um Espectrémetro Esquire
3000 Plus (Bruker Daltonics) equipado com “Electrospray” para ionizagdo da
amostra - (Central analitica — 1Q-USP)

- Espectrometro acoplado a um HPLC Shimadzu LC-10AD (Shimadzu) (Central
analitica — 1Q-USP)

- Cromatégrafo Gasoso Shimadzu GC-17A acoplado ao um espectrometro de
massas Shimadzu GCMS-QP5050A - (Central analitica — 1Q-USP)

- Centrifuga de alta rotagdo 10000 rpm (Eppendorf)

- Balancga de precisédo de 0,01g (Mettler Toledo)

- Sistema Millipore [1de purificagdo de agua MilliQ-Plus.

4.3. Metodologia

seu respectivo sal sédico (DM1, composto 1)

Os compostos foram obtidos de acordo com procedimentos ja descrito na
literatura (SUAREZ et al, 2006).

Procedimento: Em um bal&do de fundo redondo, foram adicionados 0,01 mol (1,56 g)
de vanilina e 2,0 mL de acido cloridrico e deixou-se em banho de ultra-som por 10
minutos para dissolugdo da vanilina. Foram adicionados 0,005 mol (0,37 mL) de
acetona e a mistura permaneceu em banho de ultra-som, resfriado, por mais 3
horas. Deixou-se a reagao em repouso por 8 dias. Dissolveu-se a mistura reacional
em solucdo de NaOH (1M), em banho de gelo, e em seguida acidificou-se com
solucao de HCI 50 %, formando-se um precipitado amarelo-esverdeado, que foi
filtrado e lavado com agua. O sodlido obtido foi dissolvido em acetonitrila e foi-se
adicionando agua até precipitacdo. O solido amarelo-claro foi filtrado e seco sob

vacuo, obtendo-se rendimento de 84 %. O produto (composto 2) obtido foi dissolvido
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em etoxido de sddio/etanol, em uma relagdo molar 1:1 de etdéxido/composto 2. A
mistura foi agitada até completa dissolugéo da substancia. O solvente foi removido
em rotaevaporador, restando um sélido marrom escuro (sal sédico), DM1, com

rendimento de 100 %.

0 0
H,CO y 1))& HOL ) H,CO

HO 2) CH;ONa* HO

Vanilina (DM1)

Figura 11. Sintese do 4-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-

metoxifenolato de sédio (2).

"H NMR (300 MHz, CDCls): 3(ppm) 3,88 (s, 6H,
H12 e H12), 6,94-7,05 (m, 4H, H2, H4, H11 e
H11%), 7,10-7,30 (m, 4H, H1, H5, H10 e H10)),
7,60 e 7,58 (s, 2H, H7 e HT’).

C19H1805

C NMR (62,9 MHz, CDCls): & (ppm) = 55,82

326,34 g/mol (C12), 111,55, 121,39, 125,37, 129,64, 129,87,

129,92, 133,51, 141,73, 142,64, 151,41 (C=C alifaticos e aromaticos), 188,40 (C3).

IV (KBr): v (cm™) = 1712 (C=0, cetona), 1600 (C=C), 1507 (CHs), 1255 (C(O)-O aromatico).

4.3.2. Analise dos compostos 1 e 2 (DM1) por ultravioleta (UV)

Foi dissolvido 1 mg de cada um dos compostos em metanol grau HPLC e foi
feita uma varredura em espectrofotdmetro de UV, de 190-500 nm para determinacao

do comprimento de onda maximo de absorgao para analise no HPLC.

4.3.3. Preparo da solucao estoque e das curvas de calibracao do DM1 (2)

Uma solugdo estoque primaria de plasma de concentragdo 0,5 mg/mL foi
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preparada a partir da solugdo de DM1 1,0 mg/mL, e em seguida foi congelada no
freezer na temperatura de 4 °C. Esta solucao foi diluida em plasma para preparar os
padrées de plasma nas concentragoes de 7,8 a 1000 ug/mL. A cada tubo foram
adicionados 200 pL das solugdes padrdo de plasma e 400 puL de acetonitrila. Os
tubos foram agitados em vortex por 1 minuto e entdo centrifugados a 10000 rpm por
10 min, em seguida 500 pyL do sobrenadante foram transferidos para tubos de
ensaio limpos e evaporados sob fluxo de nitrogénio a 36 °C. O residuo foi

reconstituido com 200 pL de metanol e 20 pL foram injetados no HPLC.

4.3.4. Condigdes Cromatograficas

A pureza e quantificacdo do DM1 foram determinadas por cromatografia
liqguida de alta performance (HPLC) em equipamento Shimadzu Modelo SPD-10AV
com detector de UV (A = 210 nm), coluna Shim-pack 4,6 mm |.D X 15 cm, CLC-ODS
(M) C18 (Shimadzu, Columbia, ML) e uma pré-coluna Luna C18 (2) (guard cartridge)
(Phenomenex, Torrance, USA). Foi utilizada uma mistura de agua:acetonitrila:acido
acético (65:33,75:1,25) como fase moével a um fluxo de 1,0 mL/min. Para a
quantificacdo das amostras foi realizada uma curva de calibragdo com

concentracgdes de 7,8 -1000 pg/mL.

4.3.5. Espectrometria de massa

O espectro de massas dos metabdlitos do DM1, foi obtido em espectrometro
Esquire 3000 Plus (Bruker Daltonics) equipado com electrospray para ionizagcédo da
amostra e acoplado a um HPLC Shimadzu LC-10AD na Central Analitica do Instituto
de Quimica da USP. As amostras foram diluidas em metanol e 50,0 yL foram
injetados no HPLC, utilizando-se as mesmas condi¢des cromatograficas citadas
anteriormente. Como gas de nebulizagao foi utilizado nitrogénio ultra-puro a 7 L/min.
Os metabdlitos foram analisados com potencial de 4 kV para o capilar de ESI

(ionizador eletro-spray) e temperatura de 320 °C. A analise foi realizada utilizando
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varredura de scan de m/z 50 a 500.

4.3.6. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

A andlise dos metabdlitos do DM1 também foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), utilizando um cromatografo
Shimadzu GC-17A (Shimadzu, Columbia, ML), espectrdbmetro de massas Shimadzu
GCMS-QP5050A (Shimadzu, Columbia, ML), de baixa resolugao. Ultilizou-se
ionizagao por impacto de elétrons (El). Temperatura inicial 40 °C, temperatura final
de 280 °C, varredura de 0-550 m/z. Variagao de temperatura da coluna, 10 °C/min.
Coluna SGE BPX5 30 m x 0,25 mm I.D. x 0,25 pum film.

4.3.7. Espectrofotometria de UV
Os dados de espectrofotometria de ultravioleta foram obtidos em

espectrofotdbmetro Beckman DU 530 UV/Vis (Life Science) e Hitachi U2001

Spectrophotometer.

4.3.8. Validacao de Método bioanalitico por HPLC

Enquanto que a exatiddo envolve a comparagdo com o valor tido como certo,

a precisao compara o resultado com medidas feitas do mesmo modo.

A exatiddo de uma medida é geralmente descrita em termos de erro absoluto
e que é definido como a diferenca entre o valor observado e o valor aceite como
verdadeiro. O valor pode ser expresso como erro absoluto (AE) ou erro relativo (RE)

(férmulas abaixo).

CV= _DP__ (eq. 1)
Média
AE = CONCENTRACAO ABSOLUTA - CONCENTRACAO ENCONTRADA  (eq. 2)

RE = CONCENTRACAQO ABSOLUTA - CONCENTRACAO ENCONTRADA (eq. 3)
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CONCENTRACAO ABSOLUTA
RE % = (RE — 1) x 100  (eq. 4)

Para validar o método (controle de qualidade — QC) foram determinadas

precisdo e exatidao.

Para avaliar a precisao, foram preparadas amostras nas concentragdes baixa,
média e alta (15,6, 62,5 e 250 pg/mL).

Foram preparados 10 mL amostra de plasma para cada uma das trés
concentragbes e analisados no mesmo dia da preparagao (analise interdia - “intra-
day”), foram tiradas cinco aliquotas de cada uma das concentragdes para fazer o
procedimento de extragao e posterior analise. O restante da amostra foi armazenado
no freezer a —20°C e descongelado em outros dias para analise de “inter-day” (3° dia
— 1° ciclo). Foram retiradas novamente cinco aliquotas para extragdo e analise, o
plasma foi congelado novamente e descongelado em outros dois dias (8° dia — 2°

ciclo e 15° dia — 3° ciclo) para extragdo e analise. Foram calculadas as meédias,

desvio padrdo, coeficiente de variacdo (CV) que é o desvio padrao dividido pela

média. Também foram calculados, o CV_percentual, multiplicando-se o valor

encontrado de CV por 100, o erro relativo (RE), que € a média da concentracéo
absoluta menos a média das respectivas concentragdes no interdia e no intradia,

dividido pela concentracdo absoluta. Este valor pode ser representado desta forma

simplesmente ou por valores percentuais, pegando-se o valor de RE menos um e

multiplicando-se por 100.

Para determinagao da exatidao, que determina a eficiéncia da extracao, foram
injetadas as trés concentragdes (15,6, 62,5 e 250 mg/mL — oito injegdes para cada
concentragéo) diretamente, sem adicionar no plasma (amostra diluida em metanol).

A concentragao obtida da analise por HPLC é a concentracdo absoluta. As mesmas

concentragcbes em pg/mL de plasma foram extraidas e analisadas, obtendo-se
assim, a concentracdo encontrada. Foram calculadas as meédias, desvio padrao,
coeficiente de variacéo, o coeficiente de variacdo percentual, o erro relativo (RE) que

€ a concentracdo absoluta, menos a concentracdo encontrada, dividido pela

concentracédo absoluta (este valor pode ser representado desta forma simplesmente
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ou por valores percentuais, pegando-se o valor de RE menos um e multiplicando-se
por 100). Alguns valores de RE podem ser negativos. O resultado do RE refere-se a

eficiéncia do processo de extragao.

Em alguns trabalhos de validagao de método bioanalitico para experimentos
de farmacocinética sao representados os valores normais de RE e em outros sao
representados os valores percentuais, ndo parece ter uma regra de representagao,

ambas sdo aceitas.

4.3.8. Estudos in vivo

Nos experimentos de farmacocinética e biodistribuicdo foram utilizados
camundongos isogénicos BALB/c, com peso minimo de 17g e idade de 6 a 8
semanas, obtidos do Biotério do Instituto Butantan. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan, sob
supervisdo do Dr. Durvanei A. Maria. Este projeto é parte de um projeto maior e que
ja passou e foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Butantan, sob o nimero
de protocolo 408/08.

Os animais foram mantidos no biotério, a temperatura de 22 + 3 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, com acesso a agua e ragao ad libitum, exceto durante os
experimentos. Os experimentos conduzidos de acordo com 0 manejo experimental
de animais de laboratério e normas para investigagdo em animais conscientes
(ZIMMERMANN, 1983) Ao final dos experimentos, os animais foram submetidos a

eutanasia por deslocamento cervical.

4.3.8.1. Farmacocinética e biodistribuicdo

Foram utilizados 09 grupos de 04 animais e mais dois como controle. Os

animais injetados 50 mg/kg de DM1 (2) por via endovenosa (plexo ocular). Foram
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coletados 600 puL de sangue nos tempos 5, 10’, 15°, 30°, 1h, 2h, 4h, 8h e 24h. Os
animais foram sacrificados imediatamente apos a coleta e os seguintes 6rgéos
foram coletados para extragéo: coracéao, figado, baco, pulmao, cérebro, linfonodo e
rim. Os orgaos foram pesados, macerados e deixados por 24 h em
cloroférmio/metanol 2:1, 5 mL, para extragdo. As amostras foram filtradas,
concentradas sob fluxo de nitrogénio, ressuspendidas em 200 puL de metanol e
analisadas em HPLC e LC/MS e GC/MS (Figura 12).

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 10.000 r.p.m./10min.
O plasma foi separado e foram utilizados 200 uL para extragdo. Em cada tubo foram
adicionados 400 uL de metanol, foram agitados por 1 min em vortex e centrifugados
a 10.000 r.p.m./10min. Foram transferidos 500 yuL do sobrenadante para tubos de
ensaio e evaporados sob fluxo de nitrogénio. As amostras foram ressuspendidas em
200 pL de metanol e injetadas no HPLC (Figura 12). Os parémetros
farmacocinéticos foram calculados de acordo com modelo multicompartimental

usando programa da PK Solutions (Ashland, Ohio).

Animais injetados com 200 pL de DM1 em H,0
(50 mg/kg)

| Coleta de sangue (600 pL) + sacrificio |

| Plasma | | Orgios |
|  Extracio com MeOH | Pesagem, maceragao e
extracao em CHCI;/MeOH
2:1
| Centrifugacdo | |
| Filtracdo |
| Evaporacao |
| Evaporacio |
Ressuspensiao em
200 pLde MeOH Ressuspensio em 200 pL
de MeOH

| Injecdo em HPLC |

Injecdo em HPLC,
LC/MS e GC/MS
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Figura 12. Fluxograma do procedimento de farmacocinética e biodistribuigao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico para analise e

quantificacdo do DM1 (2)

Para o desenvolvimento do método cromatografico de analise, utilizou-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), empregando a modalidade em fase
reversa, onde existe uma competicdo das moléculas da amostra e a fase movel na
ocupacao de sitios ativos da superficie da fase estacionaria apolar. Foram testados
varios tipos e misturas de solventes, no sentido de ajustar o tempo de retengao entre
7 e 10 minutos de eluigdo, evitando assim a interferéncia de componentes do
plasma, que normalmente saem nos primeiros minutos de eluicdo. O sistema de
solventes que apresentou o melhor resultado foi a mistura agua:acetonitrila:acido
acético (65:33,75:1,25) a um fluxo de 1,0 mL/min e comprimento de onde da analise

de 210 nm. O pico do analito encontra-se em 8,8 minutos.

As Figuras 13 e 14 mostram os cromatogramas obtidos para o composto em
estudo (2, DM1) e para uma amostra de plasma de camundongo, apds extragao,
respectivamente. E possivel verificar que o método de analise é bastante especifico,

pois nao existe nenhuma interferéncia no analito.
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Figura 13. Cromatograma do DM1 (2) obtido por HPLC utilizando como fase movel

agua:acetonitrila:acido acético (65:33,75:1,25) a um fluxo de 1,0 mL/min e 210 nm.
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Figura 14. Cromatograma de extrato de plasma de camundongo controle obtido por
HPLC utilizando como fase mével agua:acetonitrila:acido acético (65:33,75:1,25) a

um fluxo de 1,0 mL/min e 210 nm.
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A escolha do melhor comprimento de onda para analise e quantificacdo foi
feita ap6s varredura no ultravioleta (Figuras 15 e 16). O espectro no ultravioleta do
composto 1, e seu derivado DM1 (2), diluidos em metanol, apresentaram boa
absorgao na regido do visivel, em torno de 370 nm, apesar disso o comprimento de
onda escolhido foi 210 nm, mesmo sendo proximo do limite inferior do ultravioleta. A
escolha pela analise na regidao do ultravioleta se deu em fungdo dos possiveis

metabdlitos presentes no plasma, que poderiam néao absorver na regiao do visivel.

1,8

1,6

Figura 15. Varredura do composto 1 em UV, diluido em metanol.
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3.5

Figura 16. Varredura do composto 2 (DM1) em UV, diluido em metanol.

5.1.2. Curva de calibracdo

A curva de calibragdo, bem como toda a validagcdo da metodologia para
analise e quantificagdo do DM1 (2) foi realizada com plasma humano, obtido do
Banco de Sangue do Instituto do coragéo (INCOR-HC-FM-USP). Esta escolha se
deu pela impossibilidade de se obter plasma de camundongo - modelo animal
utilizado para a realizacdo dos experimentos de farmacocinética e biodistribuicao -

em quantidade suficiente para a realizagao dos ensaios.

A andlise e quantificagdo de substancias no plasma podem ser feitas através
da injecao direta do plasma, apés centrifugacao, diretamente no HPLC, porém este
método ndo € quado devido a grande quantidade de substancias, como
proteinas e sam estao presentes e acabam contaminando a coluna, diminuido

assim o seuqm de vida util. Por isso, sdo empregados métodos de extragao,

P ”
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através do uso de solventes organicos, que podem ser misciveis ou imisciveis.
Quando séo utilizados solventes misciveis, o0 processo deve promover a precipitagao
das proteinas e as substancias analisadas devem ficar soluveis no sobrenadante.
Para esse fim, os solventes mais utilizados sdo etanol, metanol, isopropanol e
acetonitrila. Quando sao utilizados solventes imisciveis, ocorre separagao de fases,
sendo que as substancias analisadas devem estar soluveis na fase organica. Neste

caso, os solventes mais utilizados sao éter, cloroférmio e diclorometano.

Para extracdo do DM1 (2) do plasma, foram testadas as duas metodologias
citadas anteriormente, sendo que o método de extragao por precipitagdo se mostrou
mais eficiente. Foram testados todos os solventes listados acima, tanto puros como
misturas. O solvente que apresentou maior eficiéncia de extragao foi o metanol, que
promove a precipitacao das proteinas plasmaticas e a solubilizagcdo do DM1 (2), que
permanece no sobrenadante, permitindo a recuperacao quase total do principio ativo

adicionado.

Foi observado que o DM1 (2), em pequenas concentragdes, em contato com
o plasma, é imediatamente convertido na sua forma neutra, o composto 1. Isto &
confirmado pela mudanga de cor, de vinho escuro para amarelo, respectivamente.
Indicando que o pH de 7,4, do plasma, é suficiente para promover esta
transformacao. Além disso, nas condi¢cdes de analise cromatografica, em que o pH é
acido, o DM1

No método analitico, a linearidade pode ser determinada por uma analise
estatistica de regresséao linear, com isto é possivel determinar a proporcionalidade
entre a resposta instrumental e a concentragcdo do analito a ser determinado
(BRITTAIN,1998). A curva de calibragdo foi construida utilizando-se oito
concentragoes, 7,8, 15,63, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL de DM1 (2), em
amostras de plasma humano. O numero recomendado para se obter uma boa
resposta € de 5 a 8 (SHAH, et. al.,, 1991). A Tabela 7 mostra a média e o desvio
padrdao de oito analises, para cada uma das concentragdes (os dados de todas as
analises encontram-se nos anexos). O valor do coeficiente de correlagdo (r* =

0,9999) encontrado mostra boa linearidade (Figura 17).
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Tabela 7. Concentragao das amostras para a curva de calibracio.

Conc.teorica 4550 500 250 125 625 3125 1563 7.8

(Mg/mL)

985 503, 254, 131, 63, 39, 19, 11,
Conc. encontrada 50 88 88 25 13 00 55 91
(Mg/mL)
DP 126,74 34,55 2477 2241 564 6,93 429 464

1200

Figura 17. Curva de calibracdo do DM1 (2) em plasma humano.

O limite de detecgao da amostra, que € a menor concentracdo que pode ser
detectada, foi de 7,8 pug/ml e o limite de quantificagcdo, que apresenta relagao

sinal/ruido maior ou igual a 3 vezes, foi de 15,63 pg/mL.

5.1.3. Precisao
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A precisdao do método foi determinada apdés a analise de 15 amostras de
plasma contendo o DM1 (2), extraidas no mesmo dia da preparagao (precisao
intradia), e 5 amostras para cada concentracédo (baixa, média e allta) nos ciclos de
congelamento e descongelamento, para verificar a estabilidade do principio ativo no
plasma. Normalmente, o minimo sdo 5 determinagdes por concentragao e os ciclos
de descongelamento e congelamento devem ser no minimo de 2, para validacéo de
método bioanalitico (SHAH et al, 1991). Neste trabalho, foram utilizados 3 ciclos de
congelamento/descongelamento, no 3°, 8° e 15° dia apds a preparacgao das solugbes
de DM1 (2) em plasma.

Para cada concentracdo foram calculadas as médias das leituras, o desvio
padrdao e o coeficiente de variagdo (Tabela 8). O resultado encontrado para o
coeficiente de variacdo, tanto para a analise de precisdo intradia, como para a
analise de precisao interdias foi de 7,18 — 8,58 %, para as concentragdes 250 e 62,5
pg/mL e de 8,03 e 14,06 %, para 15,63 pg/mL (limite de quantificagdo). Os dados
mostram que os valores obtidos estdo dentro dos padrdes estabelecidos para a
validagao de métodos analiticos para estudos de biodisponibilidade, bioequivaléncia
e farmacocinética, que nao deve ser superior a 20 % para o limite de detecgao, e
para dos demais controles 15 % (SHAH et al, 1991).

Tabela 8. Concentracdo da amostras para analise da repetibilidade (preciséo
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intradia) e preciséo intermediaria (preciséo interdias).

Precisao intradia Precisao interdias
Ciclo
250pug/mL 62,5ug/mL  15,6pg/mL 250pg/mL 62,5ug/mL  15,6pg/mL
234,47 61,59 14,95 273,47 63,46 18,28
232,46 61,34 14,14 275,68 70,37 17,37
251,50 70,87 15,45 10 266,27 69,77 15,66
265,53 68,52 16,16 256,36 68,67 16,43
256,51 59,37 16,16 248,15 63,06 17,98
258,52 57,79 17,27 265,27 63,46 16,67
263,53 71,18 18,58 236,74 64,76 12,83
243,49 60,78 16,36 20 251,75 54,55 14,14
228,46 66,78 15,45 248,15 57,66 13,13
255,51 60,88 14,85 252,55 54,05 12,63
260,52 63,72 13,33 213,71 60,26 13,33
292,58 57,84 15,96 229,73 62,86 15,66
221,44 59,74 17,47 30 240,84 63,26 11,62
263,53 76,18 16,36 249,75 64,36 13,64
263,53 59,14 15,66 289,29 56,56 14,65
Média 252,77 63,71 15,88 253,18 62,48 14,93
DP 18,16 5,47 1,27 19,17 5,09 2,10
cVv 0,07 0,09 0,08 0,08 0,08 0,14
RSD 7,18 8,58 8,03 7,57 8,15 14,06
CV (%) 7,18 8,58 8,03 7,57 8,15 14,06

5.1.4. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através da comparagdao entre a
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concentragdo absoluta (tedrica) e a concentracdo encontrada (experimental),
demonstrando a eficiéncia (ou exatidao) do processo de extragao, que foi calculada
pela divisdo entre o resultado da concentracdo meédia experimental e a concentracéo

tedrica multiplicada por 100.
Taxa recuperagao=[conc. encontrada/conc. absoluta] x 100.

Os valores encontrados nos calculos para determinacdo da exatidao foram
entre 100,08 e 102,62 %, apresentando uma tendéncia de erro positivo de menos de
3 % (Tabela 9), sendo que o valor da variagdo nao dever ser maior que 15 % de erro
(ANVISA 2003), no entanto para o limite de quantificagéo este pode ser de até 20 %
(SHAH et al, 1991).

Tabela 9. Concentragdo das amostras para analise da exatidao (critério de
aceitacdo para exatiddo). Dados da concentragdo absoluta x concentragao

encontrada.

Concentragao (pg/mL)
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250 62,5 15,6

Absoluta Encontrada  Absoluta Encontrada  Absoluta Encontrada
241,35 234,47 55,23 61,59 14,44 14,95
266,76 232,46 69,72 61,34 18,27 14,14
276,28 251,50 70,67 70,87 19,43 15,45
174,08 265,53 59,04 68,52 14,22 16,16
283,82 256,51 56,18 59,37 13,09 16,16
238,32 258,52 76,57 57,79 16,23 17,27
258,13 263,53 65,32 71,18 14,32 18,58
243,56 243,49 58,30 60,78 15,78 16,36
Média 247,79 250,75 63,88 63,93 15,72 16,13
DP 34,14 12,69 7,86 5,38 2,18 1,37
CcVv 0,14 0,05 0,12 0,08 0,14 0,09
CV (%) 13,78 5,06 12,30 8,41 13,87 8,51
RE -0,01 0,00 -0,03
RE (%) 101,20 100,08 102,62

A exatidao das analises no interdia, obtidas pela relagdo das concentragdes
encontradas nos dias da preparagao das amostras, com a concentragao absoluta,
mostraram boa repetitividade (RE (%) de 94,97 a 102,18 %). Os resultados da
analise interdias, mostraram que, além da boa repetitividade, o DM1 (2) permaneceu
bastante estavel durante o periodo de andlise (RE (%) de 99,74 a 102,01) (Tabela
10). Estes valores para exatiddo estao dentro daqueles preconizados na literatura
(SHAH et al, 1991).

Tabela 10. Concentracdo da amostras para determinar a exatiddo nas analises no
intradia e interdias.

Intradia Interdias

250 pg/mL  62,5ug/mL  15,6pg/mL 250pg/mL 62,5ug/mL  15,6pug/mL

Média 253,18 62,48 14,93 252,77 63,71 15,88
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[ ] absoluta 247,79 63,88 15,72 247,79 63,88 15,72

RE -0,02 0,02 0,05 -0,02 0,00 -0,01
RE (%) 102,18 97,80 94,97 102,01 99,74 100,98

5.2. Farmacocinética e biodistribuicdo do DM1 (2) em camundongos

Foram analisados 9 grupos de 4 animais (BALB/c) e 2 como controle. Os
nove grupos de animais receberam uma dose de 50 mg/Kg de DM1 (2) por via
endovenosa, através do plexo ocular. Foram coletadas amostras de sangue nos
tempos 5, 10, 15, 30 minutos e 1, 2, 4, 8 e 24 h, para analise dos parametros
farmacocinéticos como area sob a curva (AUC), volume de distribuicdo (Vd),

clearance (CL) e meia —vida (t12 min).

Os parametros farmacocinéticos foram calculados de acordo com modelo
multicompartimental usando programa da PK Solutions (Ashland, Ohio). O log da
concentracdo plasmatica versus a curva de tempo foi ajustada pela equagao
biexponencial e o tempo de meia-vida (ti), foi calculado pela divisdo de 0,693 pela
taxa constante em cada fase. O clearance total foi calculado pela divisdo da dose
pela area sob a curva. O volume de distribuicdo foi estimado graficamente através

da area trapezoidal total.

A Figura 2 mostra a curva de decaimento plasmatico do DM1 (2). E possivel
observar que ja no ponto de 5 minutos (primeiro tempo de coleta) a concentragcédo no
plasma decaiu rapidamente, demonstrando que a substancia € rapidamente
removida do plasma e distribuida para os tecidos. Como consequéncia disso, o

tempo de meia-vida € muito baixo, da ordem de 11,09 + 0,86 minutos (Tabela 11).
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Figura 18. Curva de decaimento plasmatico do DM1 (2) apds a administragdo de 50
mg/kg em nove grupos de 4 camundongos BALB/c, em bolo, através do plexo
ocular.

Tabela 11. Dados de farmacocinética do DM1 (2) apds a administracdo de 50 mg/kg

em nove grupos de 4 camundongos BALB/c, em bolo, através do plexo ocular.

Camundongo L
C1 C2 C3 C4 Média DP

Parametros A

Dose(ng/Kg) 50.000 50.000 50.000 50.000 50.000 0,00

Cmax (ug/mL) E 500 500 500 500 500 0,00
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AUC(0-t) (pg-h/mL) 2332,9 2528,6 2238,1 2466,4  2391,50 130,86

Vd (mL) 334,9 285,3 318 272,9 302,78 28,65
CL(mL/h/kg) 18,96 17,71 20,45 18,56 18,92 1,15
t12 (min) 12,24 11,16 10,78 10,19 11,09 0,86

Comparando os dados obtidos com os da literatura para o composto 1 (forma
neutra do DM1), o tempo de meia-vida foi reduzido de maneira expressiva, de 5,9
4,314 horas para 11,09 + 0,86 minutos. Sendo que, apos 30 minutos ele desaparece
da circulacao plasmatica. Deve-se considerar que o composto 1 foi administrado por
via oral. Porém, o pico maximo de absor¢ao foi obtido em 5 minutos apds a
administragdo. Os valores de AUC para o DM1 sdo muito menores e o clearance é
maior, que € a depuracgao renal da substancia. O resultado obtido mostrou que a
transformacgao do composto 1, no seu respectivo sal, DM1, diminuiu drasticamente o
tempo de meia-vida da substancia. Isto se deve, provavelmente, ao fato de o
composto 1 quando na circulagdo, estar associado as proteinas plasmaticas,
permanecendo assim por mais tempo em circulagéo, enquanto que o DM1 (2) por
estar na forma livre é imediatamente distribuido pelos tecidos e 6érgéos,
principalmente figado e rins, que sdo os dois principais 6rgaos envolvidos nos

processos de metabolizagao.

Em relagao a biodistribuigdo do DM1 (2), nao foi possivel detectar a presenga,
nos orgaos analisados, mesmo da forma neutra. Porém, foram identificados varios
possiveis metabdlitos, o que justifica a rapida metabolizagdo. A presenca de
metabdlitos do DM1 (2), nos diferentes 6rgaos, foi analisada por LC/MS e GC/MS,
apos a extragdo em cloroférmio/metanol (2:1). Observou-se a presenga de
metabolitos de fase | fase Il (Figuras 19, 20, 21 e 22). Na figura 19 estéo
representados os possiveis metabdlitos numerados de | a XV, sendo todos produtos
de reagao de fase |, obtidos pela acdo das enzimas do citocromo P450, por reagbes
de reducgado (eliminagdo de OH e adigdo de hidrogénio), oxidagao (hidroxilagao,
desalquilagdo — desmetilacdo) e metilacdo. As enzimas do CYP450 promovem a
biotransformacao para facilitar eliminagdo ou entdo a conjugagdo com posterior
eliminagao, evitando o acumulo no organismo e a producdo de efeitos toxicos
indesejados.
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Figura 19. Estruturas dos possiveis metabdlitos de fase I, do DM1 (2), analisados

por GC/MS e LC/MS.

Na Figura 20 estao representados possiveis produtos de metabolismo de fase

| e fase Il. Os produtos sofreram primeiro, reacées de fase |, como as descritas

anteriormente e depois sofreram reagdes de fase Il, como sulfatagdo, através da

conjugagdao com o grupo sulfato (OSOsH), pela acdo das sulfotransferases ou

conjugagao com o glicuronato, pela agao das glicuronidases, transformando-se no

derivado glicuronidado, ambos mais hidrossoluveis.

66



o]
I

o x 0SO;Na
O xvi O
0 o)
HsCO 0SOzH HO l OSOH
xvi O O XIx O
HO,S0 0SO;Na
[¢]
M OSO;H HOM
‘ NaO ‘ xx o~ Gli
(o]
2 ONa
HsCO ~ I H,CO ~ — OCH,
Gli —0 0 GI| NaO l xx ! O~ Gli
(o]
SCOMC H3CO ‘ AN l ‘ OCHy
H5CO o Gli HO OH  xxu O- Gli
H,CO l l OCHs
HO OH xxm O— Gli

Figura 20. Estruturas dos possiveis metabdlitos de fase | e Il, do DM1 (2),
analisados por GC/MS e LC/MS.
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Na Figura 21 sdo mostrados produtos de reagdes de metabolismo de fase |
(redugdo e oxidagao) e reacoes de fase Il, com conjugagcdo do grupo sulfato
(OSO3H) e glicuronato na mesma molécula, mostrando que uma mesma molécula

pode sofrer agdo das glicuronidases bem como das sulfotransferases.

A Figura 22 mostra alguns produtos de massa molecular maior, que foram
obtidos também por metabolismo de fase | e Il na mesma molécula. Porém, estes
produtos sofreram a acdo da enzima glutationa s-transferase, além das

glicuronidases e sulfotransferases.

Produtos de metabolizagao, semelhantes aos obtidos neste trabalho, também

foram encontrados em estudos realizados com a curcumina (ANAND et al, 2008).

O método classico, comumente utilizado para extracao de substancias de
orgaos e tecidos, envolve a extragdo com cloroformio/metanol 2:1, filtragdo dos
sélidos e posterior lavagem com agua, para remogao dos sais (FOLCH et al, 1957).

Nos experimentos realizados aqui, a analise dos compostos apresentados nas
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Figuras 19, 20, 21 e 22 s6 foi possivel devido ao método de extragdo das

substancias presentes nos 6rgaos, que nao envolvia a extragao posterior com agua.
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Figura 21. Estruturas dos possiveis metabdlitos de fase | e I, do DM1 (2),
analisados por LC/MS.
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Figura 22. Estruturas dos possiveis metabdlitos de fase | e I, do DM1 (2),
analisados por LC/MS.

Ainda, foram observadas alteragdes nos animais injetados com DM1 Logo

68



apos a injecao os animais ficaram prostrados, taquicardicos e hipotensos.

Depois de 5 minutos da injegdo do DM1(2), ja se observava a urina com
coloragdo amarela mais intensa que o normal, e aos 10 minutos, a coloracido era
ainda mais intensa. Durante o periodo de 4 h foi observada essa alteragao na cor da
urina. Observou-se, pela bidpsia dos animais uma grande concentragao de principio
ativo no figado, sendo este provavelmente o principal o6rgdo envolvido no
metabolismo do DM1(2) e ainda, que a principal via de eliminagéo é a gastrica. Foi
possivel observar, com o decorrer do tempo, uma coloragdo amarelada, em porgdes
diferentes do intestino, conforme os animais eram biopsiados. A coloracao era tao
intensa, que nos tempos de 1-4 h, se observaram manchas amareladas inclusive na
membrana que recobre o peritbnio (Figura 23). Ja apos 8 horas da administragao, o

aspecto dos animais biopsiados era semelhante aos controles.

Figura 23. Fotos dos animais biopsiados: (a) controle, (b) 5 min, (c) 1 h, (d) 4

h e (e) 8 h apds injegdo do DM1 por via IV.

6. CONCLUSAO
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O método de analise por HPLC desenvolvido para o DM1 (2), fazendo o uso de
coluna de fase reversa e mistura de solventes (agua:acetonitrila:acido acético -
65:33,75:1,25), possibilitou a identificacdo do analito de maneira especifica, na

auséncia dos interferentes do plasma.

A eficiéncia atingida no processo de extracdo do DM1 (2) foi devida a
precipitacdo das proteinas plasmaticas, promovida pelo metanol, liberando o analito

para o sobrenadante.

O método analitico desenvolvido mostrou caracteristicas como preciséo e
exatiddo dentro dos limites nacional e internacionalmente aceitos para estudos de

biodisponibilidade, bioequivaléncia e farmacocinética.

Certamente, a transformacédo do DM1 (2) em seu derivado monossddico
poderia ser uma solugao para tornar o principio ativo soluvel e facilitar a realizagao
dos estudos pré-clinicos, bem como clinicos. Porém, o tempo de meia-vida é
reduzido expressivamente, devido a rapida metabolizacdo. Nao foi detectada a
presenca do DM1 (2) em nenhum dos 6rgaos analisados, porém foram identificados

varios metabdlitos.

Foram identificados produtos de reagcbées de metabolismo de fase | (redugao e
oxidagado e alquilagdo) e reacdes de fase Il, pela conjugagdo com o grupo sulfato
(OSOsH), glicuronato ou glutamil, algumas vezes na mesma molécula, mostrando
que uma mesma molécula de DM1 (2) pode sofrer agdo das enzimas do citocromo

P450, sulfotransferases glicuronidases e glutationa s-transferase.

Apesar de o DM1 (2) ser convertido na sua forma neutra (composto 1), em
contato com plasma, quando em baixas concentracbes, a maior parte dele se
encontra na forma livre (sal soluvel), por isso ele & rapidamente distribuido e
metabolizado. Apesar disso, ndo foram observadas grandes diferengcas na
capacidade de regressado tumoral do DM1 (2) quando comparado a forma neutra

(composto 1).
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ANEXO 1 - TABELAS DE DADOS

Tabela 12. Concentragao das amostras para a curva de calibragao.
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Conc Curva
tedrica
1 2 3 4 5 6 7 8 Média DP

(g/mL

1000 911 1000 1006 1038 920 748 1111 1150 985,5 126,7
500 491 439 481 527 541 537 493 522 503,9 34,5
250 225 234 232 251 285 256 293 263 2549 24,8
125 109 111 136 136 140 125 178 115 131,3 22,4
62,5 58 61 61 70 68 59 57 71 63,1 5,6
31,25 38 38 43 47 36 39 46 25 39,0 6,9
15,63 16 25 14 19 25 16 23 18,4 19,6 4,3
7,8 12 21 9 15 14 7 9 8,3 11,9 4.6

Tabela 13. Concentracao plasmatica do DM1 (2) apds a administracdo de 50 mg/kg em
nove grupos de 4 camundongos BALB/c, em bolo, através do plexo ocular.

Camundongos
Tempo (min) Média DP
1 2 3 4

0 500 500 500 500 500,00 0,00

5,0 68,12 75,63 65,12 77,13 71,50 5,80
10,0 58,43 64,45 50,56 61,23 58,67 5,94
15,0 32,11 44,12 30,98 40,89 37,03 6,48

30 17,21 18,26 13,32 15,43 16,06 2,17

ANEXO 2 - ESPECTROS DE MASSA DOS POSSIVEIS METABOLITOS DO DM1 (2) EM

CAMUNDONGOS
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