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RESUMO

MOREIRA DA SILVA, R. Caracterizacgao in vitro do metabolismo e da absorc¢ao intestinal
da casearina X. 2016. 120f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

As principais propriedades farmacoldgicas da Casearia sylvestris, uma espécie de arvore cujas
folhas sdo utilizadas na medicina popular, ja foram descritas na literatura. Recentemente foi
demonstrada a potente atividade citotoxica in vitro da casearina X (CAS X), o diterpeno
clerodanico majoritario isolado das folhas de C. sylvestris, contra linhagens de células tumorais
humanas. Apesar dos resultados promissores, sua potente atividade citotdxica in vitro ndo pode
ser extrapolada para uma potente atividade in vivo, a menos que possua boa biodisponibilidade
e duracdo desejavel do seu efeito. Tendo em vista que o avanco nas pesquisas de produtos
naturais requer a avaliacdo pré-clinica de propriedades farmacocinéticas, no presente trabalho
foi realizada a caracterizacgdo in vitro do metabolismo e da absorcdo intestinal da CAS X, com
0 objetivo de prever sua biodisponibilidade in vivo. Para os estudos de metabolismo in vitro,
foi utilizado o modelo microssomal hepatico de ratos e de humanos. Foi desenvolvido um
método analitico para a quantificacdo da CAS X em microssomas, empregando a precipitacdo
de proteinas com acetonitrila no preparo das amostras e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia para as anélises. O método foi validado de acordo com os guias oficiais da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria e da European Medicine Agency (EMA). A CAS X
demonstrou ser substrato para as rea¢Ges de hidrélise mediada pelas carboxilesterases (CES) e
apresentou um perfil cinético de Michaelis-Menten. Foram estimados os parametros de Vmax €
Kwm, demonstrando que o clearance intrinseco em microssomas hepéatico de humanos foi 1,7
vezes maior que o de ratos. O clearance hepatico foi estimado por extrapolacdo in vitro-in vivo,
resultando em mais de 90% do fluxo sanguineo hepatico em ambas as espécies. Um estudo
qualitativo para a pesquisa de metabdlitos foi feito utilizando espectrometria de massas, pelo
qual foi possivel sugerir a formacdo da casearina X dialdeido como produto de metabolismo.
Nos estudos de absorcéo intestinal in vitro foi utilizado o modelo de monocamadas de células
Caco-2. Um método analitico por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
foi desenvolvido e validado de acordo com 0 EMA, para as etapas de quantificacdo da CAS X
no sistema de células. Os pardmetros cinéticos de permeabilidade aparente absortiva e
secretoria da CAS X foram estimados em um sistema celular, no qual a atividade hidrolitica da
CES foi inibida. Assim, a CAS X foi capaz de permear a monocamada de células Caco-2,
provavelmente por transporte ativo, sem a ocorréncia de efluxo, mas com significativa retencéo
do composto dentro das células. Em conjunto, os ensaios in vitro realizados demonstraram a
susceptibilidade da CAS X ao metabolismo de primeira passagem, como substrato para as CES
especificas expressas no figado e intestino.

Palavras-chave: casearina X, metabolismo in vitro, microssomas hepéticos, permeabilidade in
vitro, Caco-2



ABSTRACT

MOREIRA DA SILVA, R. In vitro characterization of metabolism and intestinal
absorption of casearin X. 2016. 120p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Casearia sylvstris leaves are commonly used by folk medicine and its main pharmacological
properties were already described in the literature. Casearin X (CAS X) is the major clerodane
diterpene isolated from the leaves of C. sylvestris. Recently, the in vitro cytotoxic activity of
the CAS X was demonstrated against human tumor cells lineages. Despite promising results,
the CAS X in vitro cytotoxic activity cannot be extrapolated to an in vivo activity, unless the
compound has good bioavailability and desirable duration of its effect. The advance in natural
products research requires a pharmacokinetic preclinical assessment to justify a therapeutic
indication. Thereby, this present work aims to predict the CAS X in vivo bioavailability, by the
in vitro characterization of the metabolism and intestinal absorption. The rat and human hepatic
microsomal model was used for in vitro metabolism studies. An analytical method for
quantification of CAS X in microsomes was developed, employing protein precipitation with
acetonitrile for sample preparation and High Performance Liquid Chromatography for analysis.
This method was validated in according to Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria and
European Medicine Agency guidelines (EMA). CAS X demonstrated to be substrate for
carboxylesterases (CES) by hydrolysis reaction, with a Michaelis-Menten kinetic profile. The
parameters Vmax and Km was estimated and the intrinsic clearance was 1.7-fold higher in
humans than rats. The hepatic clearance was estimated by in vitro-in vivo extrapolation,
resulting in more than 90% of the hepatic blood flow for both species. A qualitative study was
carried out for the metabolite identification, using Mass Spectrometry, suggesting the formation
of casearin X dialdehyde as metabolism product. Monolayer of Caco-2 cells was used for the
in vitro intestinal absorption studies. An analytical method by Liquid Chromatography coupled
to Mass Spectrometry was developed and validated, according to EMA, for the quantification
of CAS X in cells systems. The apparent permeability was estimated in both, absorptive and
secretory directions, using cells monolayers with inhibited CES hydrolysis. CAS X was able to
cross the Caco-2 cells monolayer, probably by active transport, with no significant efflux, but
with a high retention of the compound inside the cells. These findings demonstrated that CAS
X is susceptible to first-pass metabolism, as substrate for specific CES expressed in both, liver
and intestine.

Keywords: casearin X, in vitro metabolism, hepatic microsomes, in vitro permeability, Caco-2
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O género Casearia € composto por cerca de 180 espécies distribuidas em regides tropicais
e subtropicais, incluindo Africa, Asia, Australia, América do Norte, América do Sul e llhas do
Pacifico (Xia et al., 2014). Até 2006, j& haviam sido descritas cerca de 70 espécies como

pertencentes ao continente americano, da quais 37 estdo presentes no Brasil (Carvalho, 2006).

A Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) € a principal espécie encontrada em diferentes
ecossistemas da América do Sul, tais como a Floresta Amazénica Equatorial, a Mata Atlantica
e 0 Cerrado. Conhecida no Brasil como “guacatonga” e “erva de bugre” nos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, ou como “café bravo” no Ceara e Parana (Carvalho, 2006),
a utilizacdo da C. sylvestris na medicina popular brasileira esta relacionada ao tratamento de
varias doencas, mais notadamente para curar feridas dérmicas, Ulceras gastricas, para promover
anestesia local e como antisséptico (Hoehne, 1939; Correa, 1975; Junges; Schenkel; Simdes,
1985). Foi incluida na 1° Farmacopéia do Brasil como uma espécie em destaque, com
preparacao a base de extrato hidroalcodlico (EtOH/H20, 1:2, v/v) obtido por percolagdo (1:1,
m/v) (Brasil, 1926).

O relato mais antigo encontrado na literatura sobre o uso popular da C. sylvestris é datado
de 1877 (Santos, 2008). Também ha citacdes da sua utilizacdo em obras classicas brasileiras
como em “Plantas e substancias vegetais toxicas e medicinais” (Hoeme, 1939), “O Jardim
Botéanico de Sdo Paulo” (Hoeme; Kuhlmann; Handro, 1941), “Notas de Fitoterapia” (Coimbra,
1958) e no “Dicionario das plantas tteis do Brasil ¢ das espécies cultivadas” (Correa, 1975).
Com o passar dos anos, as propriedades medicinais da guacatonga ficaram mais conhecidas e
passou a ser divulgada também pela imprensa (Estaddo, 2004). Hoje, é possivel encontrar
produtos a base de guacatonga a venda como fitoterapico em farmécias, ervanarias, feiras e até
pela internet.

1. Estudos farmacoldgicos e toxicologicos da Casearia sylvestris e da casearina X

A literatura cientifica confirma varias atividades terapéuticas da C. sylvestris por estudos
farmacoldgicos de extratos das suas folhas. Por exemplo, o 6leo essencial administrado por via
oral e intraperitoneal em ratos demonstrou excelentes propriedades anti-inflamatorias. (Basile
et al., 1990; Ruppelt et al., 1991; Esteves et al., 2005; Napolitano et al., 2005). O extrato
hidroalcodlico bruto das folhas da C. sylvestris administrados em camundongos por via oral

demonstrou efeito antinociceptivo e revelou o seu potencial terapéutico no tratamento de
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condicBes associadas com a dor inflamatoria (Mattos et al., 2007). O extrato metandlico
demonstrou efeito anti-hiperlipidémico, com a inibicdo da sintese de triglicerideos em
camundongos tratados por via oral (Schoenfelder et al., 2008). Com o extrato hexanico, obtido
de diferentes partes da planta (folhas, caules, raizes e frutos), foi demonstrada uma potente acédo
antiprotozoaria, especificamente contra o agente etioldgico da doenga de Chagas, o
Trypanosoma cruzi, e contra o agente etiolégico da Leishmaniose, Leishmania donovani
(Espindola et al., 2004; Mesquita et al., 2005).

Ja o extrato aquoso (chd), que € a preparagdo mais comumente empregada na medicina
popular, demonstrou ser um poderoso neutralizante de veneno de serpentes, como o da jararaca
e de outras espécies pertencentes ao género Bothrops, Crotalus e Lachesia (Borges et al., 2000;
Raslan et al., 2002; Cavalcante et al., 2007). De fato, ha relatos de populacdes indigenas da
Amazonia que por muito tempo utilizaram o cha das folhas de C. sylvestris para o tratamento
de picadas de cobras (Ruppelt et al., 1991; Mors et al., 2000). A propria etimologia da palavra
“guagatonga” ¢ oriunda do tupi-guarani, o que reforca a hipotese do uso empirico da planta em

comunidades indigenas.

O cha da guacatonga também é muito utilizado na medicina popular para o tratamento de
ulceracdes estomacais. Estudos pré-clinicos demonstraram acéo protetora e curativa do extrato
etanolico sobre lesdo gastrica aguda induzida em ratos, sem alteracdo do pH estomacal e da
secrecao de acido cloridrico, o que representa uma enorme vantagem do uso do extrato em
relacdo a medicamentos comumente empregados na clinica (Basile et al., 1990; Sertig;
Carvalho; Panizza, 2000).

Investigacdes fitoquimicas dos extratos da C. sylvestris mostraram a presenca de uma
série de substancias de interesse, como flavonoides, fenilpropanoides, lignanas e terpenoides.
Entre esses compostos, predominam os diterpenos clerodanicos triciclicos oxigenados que
podem ser considerados marcadores quimiotaxondmicos do género devido as suas
caracteristicas estruturais especificas. Mais de 120 diterpenos do tipo clerodanico ja foram
isolados de diferentes 6rgdos da planta, como as casearinas, casearvestrinas e caseargrevinas.
As casearinas ocorrem de forma majoritaria nas folhas da C. sylvestris, havendo relatos da
existéncia de pelo menos 23 variantes (Figura 1) (Itokawa et al., 1988; Morita et al., 1991;
Oberlies et al., 2002; Santos et al., 2007; Carvalho; Santos; Cavalheiro, 2009; Vieira Junior et
al., 2011; Xiaetal., 2014).
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H3C

R4 ",

R

casearinas (CAS) R1 R2 R3 R4 R5
CAS A OMe OAc OAc OH Bu
CASB OMe OAc OAc OAc Bu
CASC OH OAc OAc OAc Dc
CASD OH Bu OAc OH Bu
CASE OH OEt OAc OH Dc
CASF OH OEt OAc OH Bu
CASG OMe OAc OAc H Bu
CASH OH OAc OAc H Bu
CAS | OH OAc Bu H Bu
CASJ OMe Bu OAc OH Bu
CAS K OAc OAc OAc OH Bu
CASL OMe Bu OAc OAc OH
CAS M OH Bu Bu OAc OH
CASN OMe OAc Bu OAc Bu
CASO OMe Bu OAc OAc Bu
CASP OMe OAc OAc OAc OAc
CASQ OH OAc OAc OAc Bu
CASR =0 OAc OAc OH Bu
CAS X Bu Bu OAc OH H

OMe: grupo OCHs; (metoxila); OEt: grupo OC;Hs (etoxila) OAc: grupo CHsCO; (acetato); Bu: grupo n-CsH;COx;
Dc: grupo n-CgH19CO3; = O: grupo C=0 (carbonila); OH: grupo O-H (hidroxila).

Figura 1. Substituintes das casearinas A—X (Carvalho et al., 1998; Itokawa et al., 1990; Morita et al., 1991;
Oberlies et al., 2002; Wang et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Santos et al., 2010).

O potencial farmacoldgico destacado das casearinas € devido & acdo citotoxica observada
em baixas concentragdes (ltokawa et al., 1999). No primeiro estudo realizado com células V-
79 (fibroblastos pulmonares) de camundongos chineses transgénicos, foram observados valores

de ICso entre 0,2 ¢ 29 umol/L para as casearinas A—R (Itokawa et al., 1990).
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Mais recentemente, estudos realizados com as casearinas B, D, L, O e X em células de
leucemia (MOLT-4), melanoma (MDA/MB-435), células de cancer do sistema nervoso (SF-
295) e de cancer de cdlon (HCT-8), demonstraram que a casearina X (CAS X) exibiu o melhor
efeito antiproliferativo, com valores de 1Cso < 1 uM. Além disso, foi demonstrada sua baixa
citotoxicidade contra células normais (fibroblastos L-929), indicando a possibilidade de acdo

seletiva em células cancerigenas (Santos et al., 2010).

Posteriormente, as casearinas L, O e X foram avaliadas em 3 linhagens de células de
leucemia (CEM, HL-60 e K-562) e, mais uma vez, a CAS X apresentou 0 maior poder
citotoxico contra as células CEM e HL-60, com valores de I1Cso de 0,4 uM para ambas as
linhagens. Os principais mecanismos de acdo citotoxico da CAS X sdo a fragmentacdo do
nacleo celular, externalizacdo da fosfatidilserina (um marcador da membrana plasmatica
celular), ativacao do efeito das caspases (proteases relacionadas a morte celular programada) e
despolarizacdo mitocondrial (Ferreira et al., 2010). Esses eventos sdo evidéncias diretas de
morte celular por apoptose. Assim, dentre todas as casearinas identificadas, a CAS X,
majoritaria em C. sylvestris, apresentou os melhores resultados quanto ao potencial efeito

antitumoral.

Em relacdo aos aspectos toxicoldgicos, sdo poucos os estudos realizados com o0s extratos
da C. sylvestris ou com as casearinas isoladas. Estudos de toxicidade aguda realizados pela
administracdo oral em ratos demonstraram o alto indice terapéutico dos extratos aquoso e
hidroalcodlico, devido aos baixos valores de dose efetiva média (DEsg) para a acdo
antiulcerogénica, que foi 32 vezes menor que a dose letal média (DLso) (Silva et al., 1988;
Basile et al., 1990). Estudos de toxicidade subcronica em ratos submetidos ao tratamento de
longa duracdo (30 dias, via oral) demonstraram que ndo houve alteracdes macroscopicas no
figado, rins e baco (Basile et al., 1990). Além disso, ndo houve alteracdo na histopatologia da
medula dssea, no hemograma, nos niveis de glicose, colesterol total, aloumina, ureia, acido
arico e proteinas totais, nem nos parametros bioquimicos séricos das aminotransferases (Ameni,
2011). Outros estudos demonstraram que ndo ha riscos de efeito hemolitico (Ferreira et al.,
2006), nem genotoxico (Maistro; Carvalho; Mantovani, 2004).

Por outro lado, um estudo realizado em ratos adultos tratados pela via oral com a fragao
rica em casearinas durante 7 dias demonstrou sinais de toxicidade. As analises histopatologicas
apresentaram lesGes neuronais na area do hipocampo, caracterizadas por vacuolizagdo nuclear,
fragmentacdo da cromatina nuclear (nucleos picnoticos), hipercromasia, desorganizagdo dos

axonios e vacuolizagdo na area do corpo estriado. Curiosamente, esses resultados foram
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observados nos animais tratados com as doses menores (2,5 e 5,0 mg/mL) e ndo nos animais
tratados com as doses maiores (10 e 25 mg/mL). A fragdo rica em casearinas, obtida do extrato
etanolico, possui um percentual de casearinas totais de 56,5%, sendo a caseargrevina F e a CAS

X 0s principais constituintes, com teor de 9,9 e 14,2%, respectivamente (Aradjo, 2013).

Esse relato reforca a importancia da avaliacao sistemética dos aspectos toxicologicos da
C. sylvestris e suas preparagdes populares para fins medicinais, uma vez que 0s extratos
possuem grande variabilidade qualitativa e quantitativa de constituintes quimicos, com
diferentes mecanismos de acdo farmacoldgica e/ou toxicologica. Além disso, ainda ha
necessidade de novas investigacfes toxicoldgicas das casearinas isoladas, especialmente da
CAS X, para avaliar a influéncia de suas propriedades farmacocinéticas na seguranca e eficacia
da sua utilizacdo, justificando uma possivel indicacao terapéutica.

2. Estudos farmacocinéticos de moléculas bioativas

O desenvolvimento de farmacos a partir de uma nova molécula bioativa se inicia com
uma fase de descobrimento, seguida por fases de desenvolvimento pré-clinico e clinico. Na fase
de descobrimento, um candidato é selecionado com base na sua capacidade de interagdo com
um alvo molecular, muitas vezes determinado por valores de ICso. As caracteristicas que afetam
seu subsequente desenvolvimento, como solubilidade, estabilidade quimica e facilidade de
obtencdo, também séo usadas na selecdo do candidato. Ja na fase de estudos pré-clinicos, o que
mais influencia no processo de selecdo de um candidato sdo os resultados dos estudos de
biodisponibilidade (estabilidade metabdlica e absorcdo) e de toxicidade (formacdo de
metabolitos reativos, efeitos em érgdos alvo e potencial interacdo com outros compostos). Esses
ensaios focam necessariamente na obtencdo do maximo de informacdes que permitirdo, ou néo,

conduzir o primeiro estudo em humanos (Kerns; Di, 2008).

Atualmente, é bem reconhecido que um candidato a farmaco deve ser selecionado com
base em um balanco entre poténcia, seguranca e propriedades farmacocineticas favoraveis.
Tradicionalmente, a farmacocinética de uma nova entidade quimica é estudada in vivo no
estagio final de desenvolvimento pré-clinico, quando essas informagdes sdo requeridas pelas
agéncias regulatorias para 0 avango nas pesquisas clinicas. Na fase inicial, o grande niumero de
animais necessario, associado a pouca disponibilidade do composto, principalmente quando

obtido de fonte natural, limita a capacidade de obter dados representativos de uma populagéo.
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Assim, por razdes éticas e econdmicas, a farmacocinética devem ser estudados primeiramente
in vitro (Lin; Lu, 1997).

Devido a simplicidade e a grande utilidade, o uso de sistemas in vitro para avaliacdo da
biodisponibilidade de novos compostos ativos tem expandido muito. Os estudos in vitro da
cinética de metabolismo e absorcdo, em conjunto com 0 avango das técnicas analiticas que
empregam a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectrometria de massas
(MS), permitem a obtencdo de importantes informacdes para o planejamento de futuros estudos

pré-clinicos in vivo e clinicos.

2.1. Estudos de metabolismo in vitro

O conhecimento da etapa farmacocinética do metabolismo é um fator crucial no processo
de desenvolvimento de novos farmacos. A obtencdo destas informag6es no inicio da fase de
desenvolvimento tem se tornado cada vez mais importante para orientar se a substancia
candidata deve ser submetida as proximas etapas (Nassar; Talaat, 2004). Por esse motivo, a
Organizacdo Mundial de Saude determinou que estudos de metabolismo fossem adotados nos

ensaios pré-clinicos de novos farmacos como um principio de seguranga (WHO, 1996).

Os estudos de metabolismo in vitro podem ser utilizados para investigar as vias de
metabolismo, determinar os metabolitos que provavelmente serdo formados in vivo, identificar
se o0 principal metabdlito circulante trata-se de um composto farmacologicamente ativo ou
toxico, determinar os parametros cinéticos enzimaticos e o clearance intrinseco de eliminacao,
e avaliar os efeitos da inibicdo e/ou inducdo enzimatica. A grande vantagem de realizar estes
estudos in vitro é a capacidade de isolar o0 metabolismo a partir da multiplicidade de outros
processos envolvidos na administracdo de um farmaco (Jia; Liu, 2007). Devido a capacidade
de diferenciar o metabolismo de fase | e de fase 11, € possivel realizar um rastreamento inicial,
excluindo vias metabdlicas errdneas que levariam & realizacdo de ensaios in vivo
desnecessarios. Dessa forma, os estudos de metabolismo in vitro podem auxiliar no
planejamento e na interpretacdo de estudos toxicologicos e clinicos, orientando na elaboracéo

de protocolos de estudo mais I4gicos (FDA, 1997).

Outras vantagens de utilizar sistemas in vitro para o estudo do metabolismo incluem
menor custo financeiro, rapidez na obtencdo dos resultados e capacidade de comparar dados
obtidos de diferentes espécies de animais com humanos (Jia; Liu, 2007). Apesar de existirem
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diferencas no perfil enziméatico de animais e humanos, os ensaios pré-clinicos toxicologicos

ainda sdo realizados, obrigatoriamente, em animais (Parasuraman, 2011).

O metabolismo de uma substancia pode ocorrer em diversos tecidos, como rins, pele,
pulmdes e intestino. No entanto, o figado é considerado o principal 6rgdo envolvido no
metabolismo sistémico (Brandon et al., 2003). Os modelos utilizados para a avaliacdo do
metabolismo in vitro hepéatico incluem enzimas recombinantes (por exemplo, CYP e UDP-
glicuronosiltransferases), fragdes subcelulares (por exemplo, microssomas, fracdo citosolica e
fracdo S-9) além de cultura de hepatocitos, amostras de tecido hepatico e figado perfundido
(Fasinu; Bouic; Rosenkranz, 2012; Asha; Vidyavathi, 2010).

FracGes subcelulares (microssomas) sdo utilizadas ha décadas em estudos de metabolismo
de xenobidticos. Estas prepara¢des apresentam bom rendimento metabdlico, sdo relativamente
estaveis ao longo do tempo e oferecem um bom meio de isolar um grupo de enzimas. Além
disso, as fracGes celulares contém proteinas auxiliares biologicamente relevantes, incluindo
aquelas que podem estar relacionadas com a ligacdo do substrato. Os microssomas hepatico,
normalmente separado dos outros constituintes da célula por ultracentrifugacdo diferencial,
consistem principalmente de enzimas associadas com o reticulo endoplasmético liso. As
principais enzimas microssomais sao as do citocromo P450 (CYP 450), as esterases, flavinas
mono-oxigenases e glutationa S-transferases. Mesmo havendo uma variedade de rotas
metabolicas, é possivel avaliar o metabolismo mediado por uma enzima especifica pela

utilizacdo de inibidores seletivos (Lipscomb; Poet, 2008).

Em conjunto, a identificacdo das enzimas da via metabdlica, a determinacdo dos
parametros enzimaticos e a identificacdo de metabdlitos, permitem conhecer o perfil metabolico
de uma substancia biologicamente ativa e prever a influéncia desses parametros na sua
biodisponiblidade. No entanto, além do metabolismo, os parametros cinéticos de absor¢édo
também influenciam diretamente na biodisponibilidade de uma substancia e devem, portanto,

ser levados em consideracdo para o sucesso do efeito terapéutico esperado.

2.2. Estudos de absorcao intestinal in vitro

A via oral é aceita como a mais conveniente para a administracdo de farmacos. No
entanto, o pré-requisito para que um farmaco administrado por via oral exerga seu efeito

terapéutico é que ele seja absorvido pelo trato gastrointestinal. Assim, a quantidade do farmaco
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absorvido vai determinar sua biodisponibilidade e a exposicdo sisttmica do organismo. Por
iss0, a absorcdo é um importante passo que pode limitar a agdo farmacoldgica de um composto

(Abrahamsson; Lennernas, 2005).

Geralmente, nos estagios iniciais de desenvolvimento, os compostos ainda ndo sdo bem
caracterizados. A avaliacdo da absorcdo intestinal de xenobidticos in vivo s6 pode ser realizada
com compostos bem conhecidos, a fim de evitar efeitos prejudiciais aos voluntarios. Esses
estudos também poderiam ser realizados em animais. Ainda assim, questdes éticas e

econdmicas sdo fatores limitantes da capacidade desses estudos.

Para uma rapida avaliacdo da permeabilidade de novos compostos, muitos métodos in
vitro foram desenvolvidos, com diferentes niveis de complexidade e sofisticacdo. Esses
modelos permitem estudar a permeabilidade de compostos em diferentes érgdos do corpo
humano, como a absorcdo intestinal, a permeabilidade pela barreira hematoencefalica, o
transporte e metabolismo hepatico e o transporte renal. Entre os modelos in vitro para estudo
de absorcdo intestinal estdo os baseados em sistemas lipidicos artificiais (PAMPA, parallel
artificial membrane permeability assay), tecidos de animal (segmentos intestinais de porco e
intestino de ratos invertido) e culturas celulares (Caco-2, TC-7, MDCK e 2/4/A1) (Awortwe;

Fasinu; Rosenkranz, 2014).

O modelo celular mais frequentemente usado para a determinacdo da permeabilidade
intestinal de novos compostos é a linhagem celular de adenocarcinoma de c6lon humano Caco-
2, que emprega monocamadas dispostas em suportes com filtros semipermedveis. Essas células
se diferenciam espontaneamente em enter6citos com uma permeabilidade paracelular
semelhante ao célon humano. Além disso, muitas proteinas transportadoras normalmente
encontradas em enterdcitos estdo presentes. Uma grande vantagem do uso dessa linhagem
celular é que rotas paralelas de transporte, passiva e ativa, podem ser estudadas no mesmo
modelo, permitindo a elucidacdo dos diferentes passos da absor¢do do composto avaliado
(Artursson, 1990).

O modelo de células Caco-2 permite realizar uma avaliacdo geral da permeabilidade de
um composto (Artursson; Palm; Luthman, 2001), incluindo o desenvolvimento de relagdes
estrutura-permeabilidade (Chen et al., 2006) e de correlagdes in vitro/in vivo (Yee, 1997), a
identificacdo de transportadores de influxo e efluxo envolvidos (Tran et al., 2005), o estudo da
cinética de transporte (Usansky; Sinko, 2005) e das relacBes entre transporte e metabolismo
(Benet; Cummins; Wu, 2004), além da avaliacdo de interacOes entre farmacos (Rautio et al.,
2006) e efeitos de formulacbes (Kapitza et al., 2006).
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No entanto, o sistema de monocamadas de células Caco-2 requer sua manutengdo por um
periodo de trés semanas de cultura sobre os filtros semipermedveis antes de serem utilizados
nos experimentos de permeabilidade. Cuidados sdo necessarios devido a variabilidade nos
resultados obtidos entre diferentes laboratorios e entre diferentes partidas de experimentos,
dependendo do protocolo adotado, da passagem celular, da selecdo dos clones e das condicdes
de cultura (Behrens; Kissel, 2003; Behrens et al., 2004, Giacomini et al., 2010). Ademais,
artefatos como adsorc¢éo as superficies do aparato e/ou acimulo intracelular podem resultar em
erros nas estimativas de permeabilidade, levando a baixa recuperacdo dos compostos e falhas

no balanco de massas dos experimentos (Balimane; Chong, 2005).

Portanto, a escolha do sistema in vitro mais adequado para realizar, tanto os estudos de
metabolismo, como de absor¢do, depende de vérios fatores, como semelhanca in vivo, custo,
disponibilidade do modelo, consideracdes éticas e finalidade da aplicacdo dos resultados. No
caso da CAS X, a obtencédo de dados que sejam validos e que possam ser extrapolados de forma
realistica é fundamental para o0 avango nas pesquisas. Apesar dos resultados promissores das
atividades farmacoldgicas ja descritas para a CAS X, sua potente atividade citotdxica in vitro
ndo pode ser extrapolada para uma potente atividade in vivo a menos que possua boa
biodisponibilidade e desejavel duracdo do seu efeito. Assim, por ser um produto de origem
natural com interessantes propriedades terapéuticas em potencial para o tratamento humano, a
CAS X foi selecionada como objeto de estudo deste trabalho, que visa prever sua

biodisponibilidade por meio de estudos in vitro de metabolismo e de absorcao.
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1. Objetivo geral

Caracterizar o metabolismo in vitro da CAS X, empregando o modelo microssomal
hepatico de ratos e de humanos, e a sua absorcao intestinal in vitro, empregando o modelo de

monocamadas de células Caco-2.

2. Objetivos especificos

2.1. Desenvolver um método analitico para a quantificacdo da CAS X por HPLC e estabelecer
as condicdes de ensaio para os estudos de metabolismo in vitro em modelo microssomal

hepatico de ratos e de humanos;

2.2. Validar o método analitico para a quantificacdo da CAS X em meio microssomal
hepético de ratos e de humanos;

2.3. ldentificar as isoformas enzimaéticas responsaveis pelo metabolismo da CAS X

empregando microssomas hepético de ratos e de humanos;

2.4. Caracterizar os pardmetros cinéticos enzimaticos de metabolismo in vitro da CAS X
empregando microssomas hepatico de ratos e de humanos e prever o clearance hepatico por

extrapolacéo in vitro-in vivo;

2.5. Propor a estrutura do metabolito da CAS X formado pelo metabolismo in vitro em

microssomas de ratos e de humanos;

2.6. Desenvolver e validar um método analitico para a quantificacdo da CAS X no sistema in

vitro de monocamadas de células Caco-2;

2.7. Caracterizar os parametros cinéticos in vitro de permeabilidade intestinal da CAS X no

modelo de células Caco-2 e prever os mecanismos de absor¢do envolvidos.
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Apos o desenvolvimento de todas as etapas propostas neste trabalho, foi determinada a
via metabolica da CAS X, demonstrando que ela € substrato para reagdes de hidrolise mediada
pelas CES microssomais hepatica de ratos e de humanos, em detrimento das isoformas do CYP
450. O metabolismo microssomal hepatico da CAS X na auséncia de inibidores seletivos das
CES, indicou que ela é substrato para a isoforma hCE-1. Os estudos de cinética enzimatica
demonstraram que o Clint 0bservado com os microssomas hepéatico humano foi 1,7 vezes maior
que o observado com microssomas hepético de ratos, o que é consistente com as diferengas na
expressao genética de CES entre as espécies estudadas. A previsdo do Cly da CAS X obtido
por extrapolacdo in vitro-in vivo foi semelhante entre as espécies, e correspondeu a quase todo
fluxo sanguineo hepatico, sugerindo que a CAS X é quase completamente eliminada apds sua
passagem pelo figado. As analises por LC-ESI-MS-IT e MS-ESI-Q-TOF mostraram que 0
metabolito da CAS X obtido por reacdes de metabolismo in vitro com microssomas hepatico

de ratos corresponde a casearina X dialdeido.

Nos estudos de permeabilidade intestinal in vitro, a CAS X foi capaz de permear a
monocamada de células Caco-2, em condicGes de inibicdo das CES ativas, demonstrando ter
boa capacidade de absorcédo intestinal. O mecanismo de absorcdo ocorre provavelmente via
transportadores de influxo, sem a ocorréncia de efluxo, mas com alta retencdo do composto
dentro das células. Além disso, esses estudos reforcaram que a CAS X é substrato para a
isoforma hCE-1 e os ensaios de hidrdlise com a enzima purificada demonstrou que ela também
é substrato para a isoforma hCE-2.

Assim, pelos estudos de metabolismo e de absorcédo in vitro da CAS X, pode-se inferir
gue a sua biodisponibilidade oral in vivo tende a ser comprometida pelo metabolismo de

primeira passagem, tanto no intestino, quanto no figado.
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