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RESUMO

“Investigacdo in vitro do Efeito da Restricao Proteica no Metabolismo do
Albendazol em Ratos e Estudos de Inibicdo do Crescimento de Células

Tumorais Humanas pelos Enantidmeros do Albendazol Sulféxido”

Este trabalho apresenta estudos sobre influéncia da restricdo proteica no metabolismo
in vitro do albendazol (ABZ). O estudo foi realizado com emprego de fragdes
microssomais de figados de ratos Wistar, através de um método por Cromatografia
Liquida Multidimensional de Alta Eficiéncia, desenvolvido e validado para a
determinacdo dos metabolitos do ABZ: o albendazol-sulféxido (ABZ-SO), albendazol-
sulfona (ABZ-SO,) e o albendazol-2-amino-sulfona (ABZ-NH,-SO,). Os compostos
foram extraidos da matriz bioldgica através do emprego de uma coluna C8-RAM-BSA
(5,0 x 0,46 cm d.i.) e analisados em uma coluna cromatografica quiral tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.), em um tempo total de 35 min.
Os dados de biotransformacdo demonstraram que a restricdo proteica influenciou o
metabolismo oxidativo do ABZ, onde a producdo do (+) e (-)-ABZ-SO foi maior nos
animais controles. Adicionalmente, a obtencdo dos enantibmeros do ABZ-SO foi
enantiosseletiva, onde o (-)-ABZ-SO foi produzido em maior quantidade do que o (+)-
ABZ-SO em animais controle, porém, essa enantiosseletividade ndo foi observada
quando da andlise do metabolismo do ABZ em fracBes microssomais obtidas de
figados de ratos submetidos a restricdo proteica. Ainda neste trabalho, foi realizada a
avaliacdo de quatro fases quirais de polissacarideos, no modo normal e polar organico,
para a separagdo dos enantibmeros do ABZ-SO. Dentre as condic¢dess avaliadas, a fase
quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e fase movel composta por MeOH
100% foram empregadas para realizar a separacdo em escala semipreparativa do (%)-
ABZ-SO. Os enantibmeros puros obtidos foram utilizados em ensaios in vitro de
inibicdo do crescimento de células tumorais humanas. Os resultados destes testes
mostraram que a inibi¢do do crescimento celular foi aproximadamente 4 vezes maior

com o (+)-ABZ-SO do que com o (-)-ABZ-SO, principalmente nas células MCF-7.
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ABSTRACT

“Investigation in vitro of Effect of Protein Restrict in the
Metabolism of Albendazole in Rats and Growth Inhibition Studies in

Human Tumor Cells by Enantiomers of Albendazole Sulphoxide”

This work presents an in vitro investigation of protein restriction in the metabolism of
albendazole (ABZ). The study was conducted with microsomal fractions obtained
from Wistar rats using a High Performance Multidimensional Liquid Chromatography
method which was developed and fully validated for the determination of the ABZ
metabolites albendazole sulphoxide (ABZ-SO), albendazole sulphone (ABZ-SO,) and
albendazole 2-aminesulphone (ABZ-SO,-NH,). The compounds were extracted from
the biological matrix using a C8-RAM-BSA column (5.0 x 0.46 cm i.d.) and analyzed
on a chromatographic chiral column containing amylose  tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate) (15.0 x 0.46 cm i.d.) with a runtime of 35 min. The results
of the biotransformation experiments showed that the protein restriction influenced
the oxidative metabolism of ABZ. The production of (+) and (-)-ABZ-SO was higher
in the control animals. Aditionally, the production of ABZ-SO enantiomers was
enantioselective, where the (-)-ABZ-SO was formed in greater amounts than the (+)-
ABZ-SO in control animals. However, this enantioselectivity was not observed when
the ABZ biotransformation was conducted with microsomal fractions obtained from
protein restriction animals. Four chiral polysaccharide phases were also evaluated for
the enantioseparation of ABZ-SO in normal and polar organic elution modes. Among
the tested conditions, the tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) of amylose and MeOH
100% as mobile phase was selected to perform a semipreparative HPLC separation of
(+)-ABZ-SO. The pure enantiomers obtained were used in in vitro assays to evaluate
the growth inhibitory effects on human tumor cells. Inhibition of cell growth was
observed to be more pronounced with the (+)-ABZ-SO compared to (-)-ABZ-SO,

particularly in MCF-7 cells where the inhibition was about four times more efficient.
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1.  INTRODUCAO

1.1. METABOLISMO DE FARMACOS

O sucesso terapéutico no tratamento de doengas em seres humanos
depende de bases farmacoldgicas que permitam a escolha do medicamento
correto, de forma cientifica e racional. Mais do que escolher o farmaco
adequado visando reverter, atenuar ou prevenir um determinado processo
patoldgico; o clinico precisa levar em consideracdo caracteristicas fisioldgicas
(idade, sexo, peso corporal, raca), habitos do paciente (tabagismo, ingestdo de
alcool) e possiveis doencas (insuficiéncia renal e hepatica), uma vez que estas
caracteristicas fisioldgicas e patologicas influenciam na biodisponibilidade dos
farmacos.’

Para que haja a acdo desejada de um farmaco quando este é
administrado em animais ou humanos, € necessario ocorrer diversos processos,
desde o momento em que se administra a dose até o aparecimento do efeito
terapéutico. Esses processos sdo divididos em trés fases: a fase farmacéutica, a
farmacodinamica e a farmacocinética.

A fase farmacéutica consiste na desintegracdo do medicamento da
forma de dosagem, seguida da dissolucdo da substancia ativa, deixando o
farmaco disponivel para ser absorvido.?

A fase farmacodindmica estuda a acdo do farmaco no seu sitio
receptor, ou seja, as alteracbes moleculares e celulares que ali ocorrem e que
culminam no efeito terapéutico desejado.**

A farmacocinética estuda a velocidade com que os farmacos
atingem o seu sitio de acéo e sdo entdo eliminados do organismo, bem como os
fatores que influenciam na quantidade de farmaco a atingir esse sitio. Estuda
basicamente quatro processos, sendo estes: a absorcdo, distribuicéo,

metabolismo e excrecdo (ADME)."3*
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O metabolismo de farmacos compreende o conjunto de reacdes
enzimaticas que biotransformam os farmacos e outros compostos estranhos
(xenobioticos) em metabolitos, muitas vezes de maior polaridade, para que
possam ser excretados pela urina, fezes ou bile.** O metabolismo desempenha
um importante papel na eliminacdo de farmacos, evitando que estes
permanecam no organismo por tempo indefinido.’

As reacOes de biotransformacdo sdo mediadas por dois tipos de
reacdes: as de fase | e as de fase 11.2°

Reacdes de Fase I, também chamadas de reacdes funcionalizadas,
compreendem alteragbes diretas da molécula por mediacdo enzimaética, tais
como: oxidacéo, reducdo e hidrdlise. Essas transformacdes levam a modificacao
da polaridade das moléculas e, consequentemente, suas interacbes com 0s
componentes celulares. O sistema citocromo P450 desempenha um importante
papel nessas reagdes de fase 1.*°

Reacdes de Fase Il sdo constituidas por reagbes de conjugacéo,
onde o farmaco, se quimicamente adequado, ou um metabdlito da fase I, €
ligado covalentemente com outra molécula polar, como por exemplo, um
acUcar, sulfato ou aminoécidos.*”

Os farmacos que possuem grupos -OH, -NH, ou -COOH podem
entrar diretamente na Fase Il e serem conjugados, sem uma reacdo de Fase |
prévia. Como também existem farmacos que podem sofrer reacbes de Fase Il
antes da reagéo de Fase I.*

O figado é o principal érgdo de biotransformacao de farmacos, por
isso € normalmente selecionado em estudos in vitro, embora o metabolismo
possa também ocorrer em outros tecidos como rins, pulmdes e trato
gastrointestinal .’

Vaérias enzimas metabolizadoras de farmacos estdo localizadas nas
membranas lipofilicas dos reticulos endoplasmaticos hepéaticos ou de outros

tecidos. Quando essas membranas sdo isoladas pela homogeneizacdo e
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fracionamento celular, elas se reinem sob forma de vesiculas denominadas
microssomas.>® Os microssomas permitem estudar reacées de biotransformagéo
das Fases I e 11.°

No processo de oxidagdo-reducdo, duas enzimas microssomais
exercem uma funcdo fundamental. A primeira delas € a flavoproteina, onde 1
mol dessa proteina fornece 1 mol de flavina mononucleotideo (FMN) e 1 mol de
flavina-adenina-dinucleotideo (FAD). A segunda enzima microssomal é a da
superfamilia do citocromo P450, a qual funciona como oxidase terminal.?

Citocromo P450 foi denominado assim por OMURA & SATO,
porque o complexo formado com o monoxido de carbono apresentava uma
banda de absorcéo espectrofotométrica em 450 nm. Essas enzimas apresentam
um nucleo pirrélico com o atomo de ferro semelhante a hemoglobina, sendo
consideradas hemoproteinas.’

O metabolismo hepético de farmacos necessita do citocromo P450,
do citocromo P450 redutase, do NADPH e do oxigénio molecular. A Figura 1.1
mostra um esquema simplificado do ciclo oxidativo de farmacos.

O citocromo P450-(Fe**) combina-se com o farmaco (RH) para
formar um complexo binario, RH-P450-(Fe®*") (etapa 1). O NADPH doa um
elétron a flavoproteina-redutase, que por sua vez reduz o complexo RH-P450-
(Fe*"), formando o complexo RH-P450-(Fe?*) (etapa 2). Um segundo elétron é
introduzido pelo NADPH através da mesma flavoproteina-redutase, que serve
para reduzir o oxigénio molecular e formar um complexo ativado (etapa 3). Este
complexo ativado transfere o oxigénio ativado para o farmaco (RH) para formar
o farmaco oxidado (ROH) (etapa 4).>®
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NADP* NADPH
Flavoproteina Flavoproteina
(reduzida) (oxidada)

RH P450-Fe?*

ey *
0,
RH P450-Fe>*

RH P450-Fe®*

H,0
@) o

PA50-Fe™*

R-H R-OH
(farmaco original) (farmaco oxidado)

FIGURA 1.1: Ciclo do citocromo P450 nas oxidacGes de farmacos. RH=farmaco original;
ROH= metabdlito oxidado*®

1.1.1. Fatores que Influenciam o Metabolismo de Farmacos

A dose e a frequéncia de administracdo, necessarios para alcancar
niveis sanguineos e teciduais terapéuticos eficazes, variam nos pacientes devido
as diferencas individuais na distribuicdo dos farmacos e em suas taxas
metabdlicas. Os fatores mais importantes séo os fatores genéticos, idade, sexo,

doencas, interacdo com outros medicamentos e dieta.>®

1.1.1.1. Fatores Genéticos

Os efeitos da variabilidade genética sobre o metabolismo dos
farmacos devem ser considerados nas dosagens dos medicamentos, uma vez que
certas populacdes exibem polimorfismos ou muta¢bes enzimaticas em uma ou
mais enzimas, o que modifica a velocidade de algumas reac6es e elimina outras

por completo.’
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Por exemplo, a isoniazida, um farmaco utilizado para tratamento da
tuberculose, é inativada por acetilacdo (conjugacdo) pela enzima N-
acetiltransferase. O fendtipo designado como metabolizador lento é encontrado
em 45% dos individuos brancos e negros dos Estados Unidos e, mais
frequentemente, em europeus habitantes em elevadas latitudes e muito menos
comum em asiaticos e esquimos. Os niveis sanguineos de isoniazida sdo mais
elevados (4 a 6 vezes) em metabolizadores lentos do que em metabolizadores
rapidos. Além disso, como o farmaco livre atua como inibidor de CYP450, os
metabolizadores lentos estdo mais vulnerdveis a interacdes medicamentosas

adversas.>®

1.1.1.2. Idade e Sexo

O metabolismo de farmacos é influenciado pela idade e pelo sexo.
A velocidade nas reagdes de biotransformacéo € diminuida em criancas e idosos.
Os recém-nascidos, por exemplo, ndo realizam todas as rea¢des oxidativas, uma
vez que a maioria do seu sistema enzimatico amadurece gradualmente durante
toda a infancia.’

Em idosos observa-se uma diminuicdo da capacidade metabdlica,
atribuida a idade da massa do figado, na atividade das enzimas hepaticas e a um
menor fluxo sanguineo hepatico.®

Com relagdo ao sexo, relatou-se a diminuicdo na oxidacdo de
etanol, estrogénios e benzodiazepinicos nas mulheres em compara¢do com 0S

homens, que deve estar relacionada aos niveis de horménios androgénicos.®

1.1.1.3. Dieta
Como muitas substancias endogenas utilizadas para as reacdes de
conjugacdo derivam da dieta e também necessitam de energia para a producao

dos cofatores apropriados, a nutricdo pode afetar o metabolismo.
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Uma revisdo realizada por LAZZERINI & TICKELL® mostrou a
seguranca, eficacia e farmacocinética no uso de antibidticos em criancas
gravemente desnutridas. Dados farmacocinéticos sugerem que doses normais de
penicilina, cotrimoxazol e gentamicina sdo seguras em criangas desnutridas,

porém doses de clorofenicol requerem ajustes.

1.1.1.4. Interacdo Medicamentosa

Quando farmacos sdo co-administrados, estes podem afetar a
biodisponibilidade, a ligagdo com proteinas plasmaticas, o0 metabolismo hepatico
e a excrecdo renal. Dentre estes, o metabolismo tera atencdo especial. Um
exemplo que pode-se citar € a indugdo enzimatica causada pela rifampicina, o
que faz com que a contracepcdo hormonal seja ineficaz em doses convencionais,
uma vez que esse farmaco induz a CYP3A4, que é a enzima responsavel pelo
metabolismo do 17-a-etilestradiol. Neste caso & necessario recomendar outro

método contraceptivo durante o tratamento com rifampicina.®

1.1.1.5. Doencas

O figado € o principal 6rgdo responsavel pela biotransformacédo dos
farmacos, assim, muitas doencas hepaticas comprometem significativamente o
metabolismo destes. Dentre elas, pode-se citar: estenose hepatica, hepatite,
hemocromatose, cirrose e cancer.>®

O hipertiroidismo pode aumentar a intensidade do metabolismo,

assim como o hipotireoidismo pode ter o efeito contrario.*®
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1.1.2. O Metabolismo in vitro de Farmacos

O principal objetivo de estudos de metabolismo de farmacos in
vitro é completar a caracterizagdo farmacocinetica humana de um composto
quimico, assim como determinar seus efeitos benéficos e toxicos.”

Em alguns casos 0 processo metabdlico € muito complexo, podendo
levar a formacdo de 15 a 20 produtos, sendo sua recuperacdo, em excretas ou
fluidos, frequentemente incompleta. Um quadro completo da biotransformacéo
pode ser gerado com o uso de materiais radiomarcados, mas 0 uso desses
materiais é limitado a dose-Unica em humanos. Sendo entdo a quantidade de
metabolitos gerada insuficiente para o isolamento e elucidacdo estrutural.
Assim, fontes alternativas para a geracdo de metabolitos devem ser utilizadas.
Uma fonte principal para a obtencédo e estudo de produtos de biotransformacéo é
a utilizacdo de modelos animais ou testes in vitro.’

Uma das principais vantagens de sistemas in vitro é atribuida a
rapida obtencdo de resultados; a reducdo do uso de animais quando comparado
com 0s ensaios in vivo e a habilidade para investigar aspectos especificos como:
as isoformas envolvidas nas rotas metabdlicas, as interacdes farmaco-farmaco e
a disposicdo metabélica de um determinado composto.®

Além disso, métodos desenvolvidos in vitro sdo Uteis para estudar a
estabilidade de metabdlitos; a geracdo em larga escala de metabdlitos, para
posterior utilizacdo em ensaios bioanaliticos; comparacgédo do perfil metabdlico e
constatacdo de diferentes espécies envolvidas na biotransformacdo, aléem de
oferecer apoio para o desenvolvimento de um farmaco em estudos
farmacocinéticos.’

Como exemplo, pode-se citar um estudo conduzido para verificar o
envolvimento da CYP3A4/5 e da CYP2D6 no metabolismo da aconitina, um
alcaldide com funcdo antirreumatica, em microssomas de figado humano e
enzimas recombinantes. Os compostos maleato de fluvoxamina, gemfibrozil,

cloridrato de amiodarona, omeprazol, quinidina, acido dietilditiocarbamico e



Introducdo

cetoconazol foram utilizados como inibidores para CYP1Al, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL1l e CYP3AA4/5, respectivamente, em
microssomas de figado humano. Deste trabalho, concluiu-se que a aconitina
pode ser biotransformada in vitro em seus metabolitos e que as isoformas mais
importantes nesse processo foram a CYP3A4/5 e CYP2D6, as quais mediaram a
metilacdo, a N-dietilacio e a desidrogenacéo da aconitina.™

Um estudo recente foi também realizado por KINOSHITA et al*
onde foram comparados os efeitos do omeprazol e rabeprazol no metabolismo in
vitro da triclopidina, farmaco usado conjuntamente com aspirina apos implante
coronariano. O omeprazol e rabeprazol séo inibidores da bomba de proton (PPI)
e SA0 necessarios para a prevencao ou tratamento de hemorragia digestiva alta.
Examinou-se os efeitos destes dois PPIs através do emprego de microssomas de
figados humanos. Os resultados sugeriram que o efeito inibitorio do omeprazol é
mais potente que o do rabeprazol, sendo preferivel administrar rabeprazol em

combinacéo com triclopidina e aspirina.

1.2. MA NUTRICAO POR RESTRICAO DE PROTEINA E
CALORIA

Como anteriormente apresentado, muitos fatores podem alterar o
metabolismo hepatico e intestinal de um farmaco, o que acarreta em diferencas
nas concentracfes do farmaco e seus metabolitos em plasma ou tecidos, fazendo
com que estes apresentem sua eficacia aumentada ou diminuida, dependendo de
cada caso. Portanto, estudos durante o desenvolvimento de um novo farmaco ou
durante o aprimoramento de farmacos ja& em uso devem considerar essas
diferencas existentes, sendo a ma nutricdo por caréncia de proteina e caloria
(PCM) (do inglés: malnutrition protein-calorie) um estudo a ser considerado.

A PCM é considerada um sério problema global que ocorre tanto
em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento e atinge

principalmente criancas e idosos. A méa nutricdo pode ser desenvolvida a partir

10
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de uma alimentacdo inadequada, devido a problemas socioecondmicos e
também como consequéncias de doencas graves como o cancer™, maléria®,
anorexia nervosa™ e a AIDS™ Por exemplo, pacientes com cancer
frequentemente apresentam diagnostico de ma nutricdo, decorrentes de perda de
peso e uma inadequada absorcdo de nutrientes. A prevaléncia da ma nutricdo
pode atingir 8-84% dos pacientes com cancer e aproximadamente 20% das
mortes desses pacientes esta associada a ma nutricdo e ndo a doenca
propriamente dita.*®

No caso de pacientes com AIDS, aproximadamente 50% deles
tornam-se mal nutridos no decorrer do tratamento, 0 que acarreta uma
intolerancia ao tratamento clinico e prejuizos na resposta imunologica.

Estudos realizados em criangas desnutridas na Africa mostra uma
estreita relacdo entre a desnutricdo e o HIV e a interligacdo destes em um circulo
vicioso. Enquanto a infeccdo pelo HIV aumenta a vulnerabilidade a desnutricéo,
a desnutricdo degrada o sistema imunologico e aumenta a vulnerabilidade dos
efeitos do HIV e a progressdo da doenca.’

Outro estudo realizado na Africa Ocidental investigou a prevaléncia
geografica de possiveis riscos de anemia, utilizando a contribuicdo da
desnutricdo, malaria e contaminacgédo por helmintos em criancas com idade de 1-
4 anos. Dos paises avaliados, Gana, Mali e Burquina Faso, o indice de anemia
foi na média de 88%, sendo este indice considerado grave na Africa Ocidental.
Sinergismos biologicos entre S.haematobium e as infec¢bes por parasitas foram
significativamente associados ao risco de anemia. Portanto a anemia pode ser
evitada pelo tratamento da desnutricdo, malaria e infecgdes por parasitas.*®

Desta forma, diferentes estudos™®'"*®

revelam a estreita relacao
entre a ma nutricdo e algumas doencas, porém, poucos sdo 0s estudos
enderecados a avaliar o impacto da ma nutricdo no metabolismo de farmacos
utilizados para tratamento de doengas importantes e persistentes em paises em

desenvolvimento, como é o caso da tuberculose e da neurocisterircose.

11



Introducdo

1.3. NEUROCISTERCIRCOSE: VISAO GERAL

A neurocistecircose € considerada a mais importante infeccdo do
sistema nervoso central (SNC), causada pelo Cysticercus cellulosae, estagio
larval (cisticerco) da Taenia solium®, desencadeando reacdes inflamatérias tanto
ao redor do parasita como a distancia do mesmo e € um grave e negligenciado
problema de Salde Publica em varias regides da Asia, Africa e América
Latina.?>%

A cistecircose estd associada com areas de pobreza onde a
populacdo se alimenta de porcos e a agricultura tradicional é praticada, sendo
endémica em areas como a América do Sul, América Central e México; na
China, no subcontinente Indiano e sudeste da Asia; e na Africa sub-Saariana

(Figura 1.2).%%

B Hpgh prevaience (endemic areas)
B Moderaie prevaience 3
D Low prevalence (mported cases) D I,;ﬁ
[ S areaz winin United States of Amerca /

No informaton avalabie

m]

FIGURA 1.2: Mapa da prevaléncia de cistecircose no mundo??

A neurocisticercose € a mais importante doenca neuroldgica
causada por parasita em humanos e apresenta-se como a principal causa de
epilepsia nas regides endémicas.”>** No Brasil essa manifestacdo clinica é

reportada na faixa de 11 — 92% dos casos de neurocistecircose.?’

12
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Outras manifestacdes clinicas séo: cefaléia, hipertenséo
intracraniana, meningite/meningoencefacilte, distdrbios psiquiatricos, acidente
vascular cerebral e compressao medular.?%#

Os fatores que contribuem para a natureza endémica do complexo
teniase/cisticerco sdo complexos e mostram estreita relacdo com a condicdo
socioecondmica, higiene pessoal e familiar dos pacientes.’’ Devido a estes
fatores, a maioria das pessoas com quadros clinicos de neurocistecircose
apresentam também problemas de desnutricdo. Desta forma, a investigacdo do
efeito da restricdo proteica no metabolismo de farmacos utilizados na terapia

21,24

antiparasita da neurocistecircose " pode propiciar uma adequacdo da dosagem

empregada para 0 medicamento.

1.4. ALBENDAZOL

Albendazol (ABZ) (Figura 1.3) € um dos farmacos mais
recomendados para o controle de doencas helminticas e também da
neurocistecircose, devido ao seu amplo espectro de atividade, baixo custo, alta
eficacia e a facilidade da sua administracdo sendo rotineiramente empregado em
humanos e na medicina veterinaria.>

O albendazol (ABZ), bem como outros farmacos da classe dos
benzimidazois, produzem nos parasitas suscetiveis, alteracfes bioquimicas,
incluindo a inibicdo da fumarato redutase mitocondrial, a reducgdo do transporte
de glicose e o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, mas provavelmente a
sua principal acdo é inibir a polimerizacdo dos microtdbulos, unindo-se a f-
tubulina.®

Estudos in vitro realizados com linfécitos humanos demonstraram
que essas celulas gquando expostas ao ABZ e ABZ-SO (albendazol sulféxido)
induziram a formacdo de aneuploidia, devido a formacdo de microtubulos

improéprios, causado pela inibicdo da polimerizagdo da tubulina. Uma maior

13



Introducdo

frequéncia de eventos de ndo disjuncéo foi causada no uso de ABZ do que ABZ-
80.27

O ABZ € mal absorvido no trato gastrointestinal devido a sua baixa
solubilidade em &gua, propriedade que influencia na absor¢do e comportamento
no organismo.?

A absorcdo oral de ABZ em camundongos e ratos €
aproximadamente de 20-30% e em gado alcanca valores de 50%, comparado

com aproximadamente 1-5% em humanos.”

A absorcdo em humanos é
intensificada pela presenca de alimentos gordurosos, podendo ser aumentada em
até cinco vezes.*

Apesar de ser muito empregado, o tratamento prolongado com
ABZ, como no caso da neurocistecircose, pode vir a causar efeitos colaterias
indesejaveis, como dor gastrointestinal, cefaléias graves, febre, fadiga, perda dos
cabelos, leucopenia e trombocitopenia. O farmaco ndo € administrado em
pacientes com cirrose e, durante um tratamento prolongado, devem ser
monitorados testes da funcdo hepatica. O albendazol também é teratogénico e
embriotoxico em animais e ndo deve ser administrado em gestantes.*

O albendazol é considerado um pro-farmaco, o qual requer sua
ativacdo no figado pelo citocromo P450 (CYP450) e por enzimas flavinas
monooxigenase (FMO), tanto em animais como em humanos.® Apés sua
administracdo oral, a metabolizacdo do ABZ é rapida, ndo sendo detectado em
plasma de carneiros® e de humanos.®

A farmacocinética do albendazol foi analisada em diferentes
espécies animais, onde estudos envolvendo carneiros®, bezerros® e humanos
3>3% demonstraram que este é rapidamente metabolizado para a forma albendazol
sulféxido. Outros dois metabdlitos sdo formados durante a metabolizacdo do
ABZ: albendazol sulfona (ABZ-SO,) e albendazol-2-amino-sulfona (ABZ-SO,-
NH,) (Figura 1.3).

14
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O albendazol sulfoxido (ABZ-SO) apresenta um centro assimétrico
no atomo de enxofre, por isso apresenta-se na forma de dois enantidmeros, o
(+)-ABZ-SO e 0 (-)-ABZ-SO.*

I ol
SN N/ O>/-—o\ \/\f >/*

| g\
o
ABZ ABZ-50
§ s
/@ />7NH /@i />7NH2
SN N %o N N
o// \o o \ o// \o
ABZ-S0, ABZ-SO,NH,

FIGURA 1.3: Estruturas quimicas do albendazol e seus metabdlitos

O albendazol sulfoxido, metabolito ativo, é considerado
diretamente ou indiretamente responsavel pela eficdcia e toxicidade do
albendazol, sendo este oxidado e convertido em albendazol sulfona. O grupo
carbamato também é rapidamente removido por hidrélise, levando a formacéo
do albendazol-2-amino-sulfona. Este ultimo é o metabodlito minoritario e, assim
como o albendazol sulfona, ndo apresenta atividade farmacoldgica.’®*"®

Em humanos, a metabolizacdo do albendazol sulfoxido, quiral, €
enantiosseletiva, onde citocromos P450 sdo os responsaveis pela formacdo de
(-)-ABZ-SO, enquanto que a formacdo do (+)-ABZ-SO é proveniente da
metabolizacdo por enzimas flavinas monooxigenases (FMO). A oxidagédo
subsequiente para formacdo de albendazol-sulfona é dependente de isoenzimas
da CYP450.”

A biotransformacdo do albendazol em humanos®?®

ou em

34,33,39

diferentes espécies animais ocorre predominantemente no figado, embora

atividade metabolica possa também ocorrer em tecidos extra-hepaticos, como

15
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pulmdo e trato gastrointestinal. Estdo envolvidas na biotransformacdo do
albendazol, enzimas flavinas monooxigenases (FMO), CYP1Al e CYP3A4,
onde o metabolismo de ABZ para ABZ-SO é mediado por FMO e CYP,
enquanto o metabolismo do ABZ-SO para ABZ-SO, € somente mediado por
CYP.#* Estudos tem também demonstrado que o ABZ é um potencial indutor
da CYP1AL1/2.4%

Estudos recentes, realizados com larvas de Trichinella spiralis,
demonstraram uma maior atividade anti-helmintica do (+)-ABZ-SO em relacao
ao (-)-ABZ-SO.** A reducdo da viabilidade larval foi de 84,4% para 0 (+)-
ABZ-SO enquanto que o (-)-ABZ-SO néo apresentou significativa reducéo na
viabilidade larval (30,1%) quando comparado com os controles. Ja a mistura
racémica apresentou reducdo de 69,3%.* Concentracbes maiores de albendazol
sulféxido no meio levou a maiores concentrag6es dentro das larvas e indicou um
processo de difusdo simples, durante o tempo necessario para efeito anti-
helmintico (18 horas). Alem disso, as concentragfes encontradas dentro das
larvas foram maiores para o (+)-ABZ-SO quando comparados com o (-)-ABZ-
so.*

LANCHOTE et al.* desenvolveram um método para quantificacdo
dos enantibmeros do albendazol sulféxido e albendazol sulfona em plasma
humano. Este estudo relata que somente o (+)-enantibmero foi encontrado na
corrente sanguinea depois de 12 horas da administracdo oral de 5 mg/kg de
ABZ, na concentracdo de 30 ng/mL, mostrando que o (+)-ABZ-SO é
acumulado. Neste mesmo periodo, o albendazol sulfona também foi detectado
na concentragdo de 2,0 ng/mL,

Em trabalho realizado por GARCIA et al.* utilizando-se plasma de
camundongos, a concentracdo em plasma do (+)-ABZ-SO foi cerca de 25
ng/mL, enquanto que o do (-)-ABZ-SO foi de 75 ng/mL, depois de 24 horas da
administracdo oral de 12 mg/kg do ABZ.
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Estudos realizados por PAIAS et al.*® revelaram em pacientes com
neurocistecircose tratados com ABZ uma diferenca na disposicdo cinética dos
enantioméros do ABZ-SO. A concentracdo plasmatica maxima (Cpax)
encontrada foi de 900 e 185 ng/mL para o (+) e o (-)-ABZ-SO, respectivamente.

CAPECE et al.*’ estudaram em ratos a diferenca na farmacocinética
apos a administracio de ABZ-SO racémico e de seus enantidmeros
separadamente. Os valores encontrados para C. foi de 2,50 e 3,60 pg/mL para
0 (+) e 0 (-)-ABZ-SO, respectivamente e de 0,70 pug/mL para ABZ-SO, quando
administrado na forma racémica. Porém, quando o0s enantidmeros foram
administrados separadamente os valores encontrados de C,,.x foram de 1,60
ug/mL para o (+)-ABZ-SO e de 0,20 pg/mL para ABZ-SO,, € ja para (-)-ABZ-
SO o valor encontrado foi de 3,00 pug/mL e para ABZ-SO, de 0,30 pg/mL. O
tempo de permanéncia media obtido para ambos 0s enantiomeros em ambas as
administragcdes ndo mostraram grandes variagdes, com valores na faixa de 3,6-
4,1 horas.

Portanto, o (+)-ABZ-SO é predominante em plasma humano, de
carneiros, cachorros e cabras, enquanto que o (-)-ABZ-SO é predominante em
ratos e camundongos.**’

Albendazol vem sendo estudado em associagdo com outros
farmacos antiparasitarios, como mebendazol no tratamento de Trichuris

4950 no tratamento da neurocistecircose, onde os

trichiura® e praziquantel (PZQ),
tratamentos combinados se mostrou mais eficaz do que quando o albendazol é
administrado sozinho.

A interacdo farmacocinética entre ABZ e PZQ em voluntarios
saudaveis foi demonstrada pela observacdo do aumento das concentracdes
plasmaticas dos dois enantiomeros do ABZ-SO e do ABZ-SO,, e também do

aumento do (-)-enantidmero do praziquantel®

. Clinicamente a combinacdo de
ABZ e PZQ pode melhorar a eficicia terapéutica devido ao aumento da

concentragdo plasmética de ambos os farmacos ativos.
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Diante destas observacOes farmacologicas encontradas para 0S
enantibmeros do albendazol sulféxido e uma vez que esses enantidmeros podem
apresentar propriedades farmacoldgicas diferentes entre si, faz-se necessaria um
estudo de metabolismo tanto para o albendazol, como também um estudo de
metabolismo enantiosseletivo para os enantibmeros do albendazol sulfoxido.

Embora o albendazol seja classificado como um “farmaco antigo”,
desenvolvido ha varios anos, desde 1979, dados sobre toxicidade, atividade,
cinética enantiosseletiva, mecanismo de acdo, adequacdo de doses sdo carentes
de estudos para aplicacdes clinicas atuais.”*™"

Um fator adicional de interesse no estudo de metabolismo do
albendazol da-se também em funcéo deste farmaco ser promissor no tratamento

do cancer.*®®

1.5. CANCER: VISAO GERAL

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer - INCA, céancer € 0
nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum O
crescimento desordenado de células, as quais invadem tecidos e 6rgaos e podem
espalhar-se para outras regides do corpo, causando a metastase. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas, determinando a
formacdo de tumores, que se trata do acumulo de células cancerosas, ou
neoplasias malignas. Por outro lado, as ceélulas podem se multiplicar
vagarosamente e se assemelhar ao tecido que lhe deu origem, causando um
tumor benigno, o qual raramente constitui um risco de vida aos pacientes.

As causas do cancer estdo relacionados a multiplos fatores,
incluindo idade, sexo, raca, predisposi¢do genética e fatores ambientais, sendo o
ultimo um dos mais importantes. As causas ambientais estdo relacionadas aos
habitos ou costumes proprios, como exposi¢do a agentes carcinogénicos, como
aqueles presentes no tabaco, aumentando a probalidade de tranformacoes

malignas nas células normais.>*®

18



Introducdo

Em 2008, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC/WHOQ) estimou que existiam 12,4 milhdes de casos de cancer e 7,6
milhes de mortes por cancer no ano.>’

De acordo com as tendéncias atuais, em 2030, o numero de casos de
cancer estimados em todo o mundo sera de aproximadamente 25 milhGes. Desta
forma, o cancer € a segunda causa de morte na populacédo, representando cerca
de 17% dos 6bitos de causa conhecida.”’

A incidéncia de cancer na populacdo brasileira, em 2010, mostrou
uma estimativa de 236.240 casos para 0 sexo masculino e de 253.030 para o
feminino. O cancer de pele do tipo ndo melanoma foi que apresentou o maior
numero de casos, 114.000, seguido pelos tumores de préstata (52.000) e de
mama feminina (49.000), (Figura 1.4)*®

Tipos de cincer mais incidendentes, exceto pele nio melanoma, na
N° de Casos L
populacio brasileira

60.000 —

Feminino
50.000 — I Masculino
40.000 —
30,000 —

20.000 —

o I I I I_I_._-_
0

Marrs Progtata  Traqueis, CilneRets Estdmago Colodo  Cavidade Esidage  Leucermias Pele
Feminina Branquio & ero Oral Metanoina
Pulmdn

Fonte: Instituto Nacional do Cincer -INCA/MS, 2010

FIGURA 1.4: Gréfico que ilustra os tipos de cancer mais incidentes na populacao brasileira,
exceto pele ndo melanoma™
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No Brasil, para biénio 2010/2011, a estimativa é de 489.270 novos
casos de cancer, sendo que 0s mais incidentes serdo os de prostata e pulméo nos
homens e de mama e célo de Gtero nas mulheres.*®

Os pilares terapéuticos do cancer sdo a cirurgia, radioterapia e a
quimioterapia, destacando-se o Gltimo.”’

A quimioterapia do cancer se esforca para causar um evento
citotoxico na célula cancerosa para que o tumor possa ser inibido. O ataque
normalmente é direcionado contra um passo metabolico essencial da
multiplicacdo celular.> Um exemplo, é o caso dos quimioterapicos anti-mit6ticos
que, apos a celula duplicar seu DNA durante o ciclo celular e entrar na etapa da
mitose, onde 0s cromossomos precisam ser divididos para células—filha e onde
existe um complexo celular, designado fuso mitotico, o qual requer a
cooperacdo de algumas proteinas, principalmente a tubulina, para poder separar
e alinhar esses recém-sintetizados cromossomos. Varios  agentes
anticancerigenos interferem nesse processo, como € 0 caso do taxol,
vimblastina, vincristina, vinorelbina.**’

Os agentes quimioterapicos deveriam interferir somente nos
processos celulares que sdo proprios das células malignas, mas a maioria dos
famacos anticancerigenos nao reconhecem as células neoplésicas e afetam todas
as células proliferantes, normais ou anormais, causando uma série de efeitos
colaterais, como: supressdo da medula 0ssea levando a anemia; neutropenia e
trombocitopenia; alopecia, devido a danos celulares no foliculo piloso e a
apoptose (morte programada das células), de celulas da cripta gastrointestinal,
causando diarréias e ulceracdes orais.>*’

De acordo com NEIDLE & THURSTON,>® do Instituto Nacional do
Cancer (NCI-EUA), este instituto conduz pesquisas, diagnosticos e tratamento
do céncer; coletando, analisando e disseminando os resultados das investigacoes
realizadas nos Estados Unidos e outros paises. Na década de 50, uma das

maneiras que o NCI encontrou para ter disponiveis compostos para serem
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testados foi estabelecer uma série de programas, onde foram convidados
quimicos de todo o mundo para apresentarem Seus Novos compostos para a
selecdo de ensaios in vitro com células tumorais.

O trabalho realizado por MONKS et al.>® descreve a implementac&o
in vitro, em escala piloto, para o estudo de inibicdo do crescimento celular em
mais de sessenta linhagens celulares humanas, citando: melanoma, leucemia,
canceres de pulmao, célon, rim e ovario. Apés os estudos de rastreio-piloto, uma

taxa de 400 compostos por semana estava sendo avaliados.

1.6. O ALBENDAZOL E SUAS APLICACOES NO
TRATAMENTO DO CANCER

Recentemente, estudos realizados com células humanas de cancer
do colorretal®®, de tumores peritoneal de cancer de ovario (OVCAR-3)*,
carcinoma hepatocelular™ e células T leucémicas®, tem fornecido evidencias
para a tividade antitumoral do ABZ.

O objetivo do estudo realizado por POURGHOLAMI et al.>® em
camundongos fémeas portadoras de tumores peritoneal de cancer de ovario
(OVCAR-3) foi avaliar a capacidade do albendazol em suprimir a formagéo de
ascite causada pela carcinomatose peritoneal. Os animais foram tratados com
albendazol por quatro semanas e os resultados mostraram a inibi¢do da producéo
de ascite. Desta forma, sete dos dez animais do grupo controle tiveram que ser
sacrificados devido ao longo periodo de analise.

A atividade antitumoral in vitro do ABZ para um modelo de
carcinomatose peritoneal de cancer retal humano (HT-29) apresentou valores de
G150 para ABZ de 0,12 umol/L e para 0 ABZ-SO de 2,35 pumol/L. Realizou-se
também estudos de investigacdo do mecanismo de acdo do ABZ, que revelou
induzir a apoptose.®’

Estudos clinicos de fase | foram realizados para determinar a dose

méxima tolerada de albendazol, administrado oralmente em pacientes com
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neoplasias graves. Trinta e seis pacientes, com as mais diversas neoplasisas
foram tratados com ABZ, que apresentou como dose maxima tolerada 2400
mg/dia, devido a mielossupresséo causada.”*

Portanto, tendo em vista os efeitos colaterais do ABZ e que este é
um pré-farmaco, sendo o seu metabdlito principal o albendazol-sulfoxido, um
composto quiral, a avaliacdo do efeito de inibicdo de células tumorais humanas

pelos enantiomeros do ABZ-SO foi considerada.

1.7. ENSAIOS BIOLOGICOS

Atualmente, tem sido realizado ensaios bioldgicos in vitro, que
medem a sobrevivéncia ou proliferacdo das células. Estes estudos baseiam-se no
screening, estratégia que permite a analise de um grande nimero de produtos
sintéticos ou naturais simultaneamente em diversas linhagens, o que torna o
método mais simples comparativamente aos ensaios in vivo.”®

Os métodos mais utilizados para quantificar a proliferacéo celular €
o colorimétrico, destacando-se 0 com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolio (MTT) e o com a sulforrodamina B (SRB).

O principio do ensaio colorimétrico com MTT é a mudanca de
coloracdo por reducdo de um substrato amarelo, o sal MTT, produzindo um
produto de coloracdo roxo-azulado, essa reagdo ocorre por enzimas
mitocondriais, portanto somente em células vivas.*

O ensaio com a sulforrodamina B (SRB) é utilizado para medida da
densidade celular e baseia-se na capacidade do SRB em se ligar a proteinas que
foram fixadas com TCA (acido tricloroacético). O SRB é uma aminoxantona, de
coloracdo rosa brilhante, ligada a dois grupos sulfonicos, que se ligam aos
residuos de aminoacidos em condi¢cdes moderadamente &cidas e se dissociam
sob condicdes basicas. Como a ligacdo é estequiométrica, a quantidade de

células coradas é proporcional a massa celular.®*®
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1.8. RESOLUCAO DE ENANTIOMEROS

O desenvolvimento de técnicas analiticas seletivas, sensiveis e que
possam discriminar estereisbmeros € essencial para a investigacdo de
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas de farmacos quirais, bem
como para a determinacdo da pureza enantiomérica em preparacfes

farmacéuticas, ®*®°

uma vez que varios medicamentos aprovados em todo o
mundo s&o quirais e grande parte deles sdo comercializados como racematos.®

De acordo com FELIX e BERTHOD®, depois da virada do século,
0 numero de novos farmacos na forma racémica comercializados cairam para
6% (2000-2002), devido as novas diretrizes para o0 desenvolvimento de
medicamentos quirais nos Estados Unidos (1992) e na Unido Européia (1994),
onde exigi-se identificar a presenca de quiralidade; separar os estereoisdmeros e
avaliar a contribuicdo dos varios estereoisomeros na atividade de interesse de
forma racional.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido uma
das técnicas mais utilizadas para a separacdo de enantibmeros e apresenta-se
como uma técnica Util e pratica para analise de farmacos e metabolitos em
fluidos biologicos, onde se torna possivel a determinacdo de purezas
enantioméricas em preparacdes farmacéuticas®® e também no controle de
qualidade de medicamentos.®’

O uso de colunas com fases estacionarias quirais apresentam varias
vantagens para a separacdo de enantiomeros, dentre elas: ndo é necessaria a
derivacdo preliminar da mistura racémica; ha uma grande variedade de colunas
quirais disponiveis comercialmente; as analises cromatograficas séo rapidas e o0s
enantibmeros puros podem ser recuperados com relativa facilidade. Embora
essas fases estacionarias apresentem um elevado custo e o mecanismo de
separacdo quiral ainda ndo seja completamente elucidado para todas as fases
quirais, este € o metodo de separacdo de enantibmeros que tem conseguido

maior destaque e aplicabilidade na separacdo de enantiémeros.®
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1.8.1. Fases Estacionarias Quirais

Nas ultimas décadas, inumeros seletores quirais foram
desenvolvidos para verificar suas habilidades na resolucdo quiral, sendo estes
empregados em centenas de novas fases estacionarias quirais.**®*" Essas fases
estdo sendo empregadas nas mais diversas areas, entre elas: farmacéutica,
ambiental e de analises clinicas.”

A separacdo de enantidmeros através de fases estacionarias quirais
estd baseada na formacgdo de um complexo diastereocisomérico transitorio, entre
0s enantidmeros e o seletor quiral da fase estacionéria.”

Dentre as fases estacionarias quirais, merecido destaque é dado as
fases de polissacarideos, em funcédo da versatilidade que essas fases apresentam
e por demonstrarem excelente discriminacdo quiral para um extensa gama de

compostos.” "

1.8.1.1. Fases Estacionarias Quirais de Polissacarideos

Os polissacarideos de maior aplicabilidade como fases estacionarias
quirais sdo a amilose e a celulose, os quais sdo polimeros que apresentam
atividades opticas e sdo encontrados abundantemente na natureza, mas in natura
apresentam limitada capacidade de resolucdo quiral, propriedades mecanicas
fracas, além de serem altamente polares.®*%"2

Entretanto, sdo facilmente convertidos a uma variedade de
derivados como tris(benzoatos) e tris(fenilcarbamatos), criando novos sitios
para reconhecimento quiral, melhorando assim as suas propriedades
enantiosseletivas.”%%"

Estudos realizados para investigagdo do mecanismo de
discriminacdo quiral em fases estacionarias de polissacarideos sugerem que
derivados de celulose e amilose apresentam estruturas helicoidais com 0s grupos
carbamatos e benzoatos, localizados no seu interior e 0S grupos aromaticos

hidrofébicos localizados mais externamente. A resolucdo das misturas racémicas
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estd vinculada ao ajuste dos enantibmeros nas cavidades do polissacarideo e da
interacdo com os grupos carbamatos e benzoatos.® 3776970

As fases de polissacarideos, apesar de terem sido originalmente
desenvolvidas para serem usadas no modo normal, também possuem poder de
resolucdo no modo reverso de eluicdo. No entanto, nem sempre esses dois
modos de eluicdo sdo eficazes para obter a separacdo desejada tendo como
alternativa 0 modo polar organico. O modo polar organico é caracterizado pelo
uso de fases mdveis contendo 100% de solventes organicos polares, como
acetonitrila, metanol, etanol, 2-propanol ou a misturas desses solventes.** "%

Embora a DAICEL, uma das fabricantes de colunas baseadas em
derivados de polissacarideos, recomende colunas especificas para cada modo de
eluicdo, CASS et al.®* demonstraram que uma mesma coluna quiral, tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, a qual foi avaliada em eluicdo multimodal,
ou seja, nos trés modos de eluicdo, normal, reverso e polar organico, ndo perdeu
performance de separacdo em nenhum dos modos avaliados.

Essa versatilidade quanto ao modo de elui¢do vem suprir a restri¢éo
quanto ao uso de solventes, uma vez que as fases estacionarias quirais baseadas
em derivados de polissacarideos sdo recobertas em silica por meio de adsorcéo
fisica e esses derivados sdo sollveis em solventes como acetato de etila,
tetraidrofurano e organo clorados, os quais ndo sdo recomendados como fases
moveis para estas fases quirais.

Porém, alguns autores desenvolveram fases quirais de
polissacarideos mais estaveis, através da imobilizacdo quimica do seletor quiral.

I.82, o desenvolvimento de fases estacionarias

Segundo uma revisdo de ALI et a
quirais imobilizadas quimicamente, possibilitam o uso de uma variedade de
solventes, sendo esta a principal vantagem destas fases.

Os dois tipos de fases quirais preparadas por adsorcdo e

modificadas quimicamente sdo complementares umas das outras e alguns
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racematos podem ser somente resolvidos nas FEQs adsorvidas enquanto outros
sdo melhores resolvidos nas fases imobilizadas.®

Portanto, as FEQs baseadas em polissacarideos apresentam grande
versatilidade e aplicabilidade, com alto poder de discriminacdo quiral e
reprodutibilidade, tanto em escala analitica® quanto preparativa.®® Estas fases
também sdo muito populares, pois podem enantiorresolver aproximadamente

3

95% dos racematos com sucesso,®® sendo, desta forma, selecionadas para a

realizacéo deste trabalho

1.9. CROMATOGRAFIA MULTIDIMENSIONAL

Cada vez mais ha a exigéncia de se analisar farmacos, prototipos a
farmacos e seus metabaolitos, em amostras bioldgicas, devido a necessidade de se
entender e avaliar os efeitos terapéuticos e toxicos destes compostos, assim
como, suas interacdes em co-administracdes e sua farmacocinética.®

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) apresenta
destaque por permitir o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e
seletivos, com as mais variadas matrizes bioldgicas.

No entanto, apesar dos avancos no desenvolvimento e
aprimoramente da técnica cromatografica, através da maior eficiéncia nas
analises, decorrente das novas tecnologias em colunas analiticas e com o
aprimoramento da seletividade dos métodos, atraves do acoplamento do sistema
cromatografico a sistemas de espectrometria de massas, 0 pré-tratamento de
amostras ainda é necessario, para a extracdo do analito de interesse a partir da
matriz biologica, com altos niveis de recuperacdo e, principalmente, para
produzir amostras livres de potenciais interferentes.

Os procedimentos mais usuais e rotineiramente empregados de
preparo das amostras bioldgicas sdo as técnicas de precipitacdo de proteinas, as

extracdes liquido-liquido e extracdes em fase s6lida.”*® No entanto, a etapa de
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pré-tratamento de amostras biologicas é, sem duvida, a etapa mais critica e
trabalhosa durante o desenvolvimento de métodos cromatograficos de anélise.

Com isso, numerosos esforgcos tém sido realizados com o intuito de
diminuir o tempo gasto com o pré-tratamento das amostras e isso tem favorecido
0 desenvolvimento de sistemas automatizados, os quais envolvem a injecéo
direta de amostras biolégicas no sistema de CLAE.?*>*® Como exemplo, pode-se
citar o emprego de sistemas automatizado de extracdo em fase solida (SPE) on
Iine.91,92

Dentro deste contexto, tém se destacado o uso de colunas contendo
fases de acesso restrito (RAM-BSA) (do inglés: restricted access media bovine
serum albumin), ou seja, fases que permitem injecOes diretas e repetitivas de
biofluidos no sistema de CLAE."

O principio fundamental das fases de acesso restrito é a presenca de
uma superficie hidrofilica que possibilita excluir as macromoléculas no volume
morto da coluna, sem acumulacédo destrutiva, e a interagdo das micromoléculas
aos sitios hidrofobicos sendo retidas e separadas. Essas colunas, portanto,
combinam os principios da cromatografia de exclusdo e de fase reversa, para
produzir uma Cromatografia de Superficie Discriminante.®

O emprego das colunas RAM-BSA acopladas on line as colunas
analiticas em um sistema cromatografico define a terminologia: cromatografia
liqguida multidimensional de alta eficiéncia, onde a primeira coluna atua como
coluna extratora e apés a eluicdo das macromoléculas da matriz, os analitos de
interesse sdo transferidos para a segunda coluna, analitica, atraves de uma
vélvula, sendo os compostos separados e analisados.®

Assim, no presente trabalho, o uso da cromatografia liquida
multidimensional, com emprego de colunas de acesso restrito (RAM-BSA)
acopladas a colunas cromatograficas quiral ou aquiral, foi explorada para

conduzir o estudo in vitro do metabolismo do albendazol em fracdes
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microssomais, obtidas a partir de ratos controles e ratos submetidos a uma
alimentacdo com restricdo proteica.
Os Resultados e Discussdes deste trabalho estdo divididos em trés

capitulos, para melhor detalhamento e discussédo dos resultados.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

2.1. OBJETIVOS GERAIS

e Avaliacdo da influéncia da restricdo proteica no metabolismo do
albendazol através do emprego de fragbes microssomais e analise por

Cromatografia Liquida Multidimensional de Alta Eficiéncia;

e Estudos de inibicdo do crescimento de células tumorais humanas

com emprego dos enantidmeros puros do albendazol sulfoxido;

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condicOes de extracdo e preparo de fracOes
microssomais a partir de figados de ratos Wistar;

e Determinar a concentracdo proteica das fracGes microssomais
obtidas empregando método espectrofotométrico;

e Avaliar a estabilidade das fracdes microssomais através da
medida da atividade enzimatica;

e Estabelecer e otimizar as condi¢des Otimas de incubacdo para a
metabolizacdo in vitro do albendazol utilizando planejamento fatorial; para
analise dos metabdltitos do albendazol em fragbes microssomais;

e Desenvolver e validar um meétodo cromatogréafico
multidimensional para a analise dos metabolitos do albendazol em fragdes
microssomais;

e Aplicacdo do metodo cromatografico desenvolvido para a
investigacdo do efeito da restricdo proteica no metabolismo do albendazol,
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utilizando ensaios in vitro com fracbes microssomais obtidas a partir de
figados de ratos controles e de ratos submetidos a uma alimentacdo com

restricdo de proteina;

e Preparar colunas quirais de polissacarideos;

e Avaliar as melhores condi¢cdes cromatograficas para separacao
dos enantiébmeros do albendazol sulféxido;

e Separacdo em escala semipreparativa dos enantibmeros do
albendazol sulfoxido;

e Ensaio in vitro da inibicdo do crescimento de células tumorais

humanas: melanoma, cancer de pulméo e cancer de mama.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. GENERALIDADES

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, composto por duas bombas LC 10-
ATvp, valvula seletora de solvente FCV-10ALvp, degaseificador de membrana
SHIMADZU DGU-14A, detector de ultravioleta de comprimento de onda
varidvel SPD-10Avp, detector de fluorescéncia RF10AXxI, auto-injetor SIL10-
ADvp, forno CTO10Svp e vélvula de trés caminhos VALCO NITRONIC 7000
para o acoplamento das colunas. O equipamento apresentava-se acoplado a uma
interface SCL-10Avp e os cromatogramas foram registrados atraves de um
software CLASS-VP.

A separacdo semipreparativa foi realizada em um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, composto de uma bomba modelo LC-
6AD acoplada a um detector de ultravioleta, de comprimento de onda variavel,
SPD-10AYV, injetor manual RHEODYNE 7725i com al¢ca dosadora de 500 uL.
O equipamento apresentava-se ligado a uma interface CBM SCL-10A e 0s
cromatogramas foram registrados através de um software CLASS LC-10.

Uma empacotadora SHANDON foi empregada para empacotar as
fases estacionarias.

As medidas de absor¢do molecular, na regido do UV-visivel, foram
realizadas utilizando-se um espectrofotometro HP 8452 e um JASCO V-630,
com uma cela de vidro ou quartzo de 1 cm de caminho optico.

Os figados foram homogeneizados com um homogeneizador IKA,
modelo ULTRA-TURRAX T10.

As etapas de centrifugacdo foram realizadas em uma centrifuga
JOUAN B4i/BR4i e uma ultracentrifuga BECKMAN OptimaTM modelo LE-
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80K. A etapa de ultracentrifugacéo foi realizada no Laboratdrio de Bioquimica e
Biologia Molecular de Microrganismos, do Instituto de Quimica, da
Universidade de Estadual Paulista (UNESP), Campus Araraquara.

As incubacdes foram realizadas em um banho-maria com agitacdo
NOVA ETICA, modelo DUBNOFF 304-DE.

Os solventes utilizados nas andlises cromatograficas foram todos
grau HPLC (MALLINCKRODT, J. T. BAKER, TEDIA). Os solventes e
solugdes tampéo utilizados no preparo das fases moveis foram filtrados, a vacuo,
em um sistema MILLIPORE, utilizando-se membranas de nylon MILLIPORE
de 0,45 um e, posteriormente, degaseificados em ultrassom BRANSONIC
modelo 1510R.

Os eluentes wusados foram sempre medidos na relagédo
volume/volume.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada balanca analitica AND,
modelo HR200, com precisao de + 0,1 mg.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,
QUALXTRON, modelo 8010, com precisdo de + 0,01 unidades de pH,
conectado a um eletrodo de vidro combinado. A calibracdo do pHmetro foi
realizada com solucdes tampao pH 4,00 e 7,00 (CHEMIS).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram GILSON
ou EPPENDORF.

Para a avaliacdo das colunas quirais empregadas neste trabalho
foram utilizados os padrdes racémicos: base de Troger, 0xido de trans-estilbeno
e 1-(9-antril)-2,2,2-trifluor — etanol, todos ALDRICH

Os tempos mortos das colunas (t;) foram determinados com 1,3,5-
tri-tert-butilbenzeno (ACROS) quando a eluicdo foi no modo normal e
acetonitrila no modo reverso de eluicéo.

Os parametros cromatograficos utilizados para avaliar a
enantiosseletividade foram:
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Ki=(t1-to)/to; Ko=(to-to)/to; a=Ka/Ky; Rs=1,18(ty-t,)/ (W' 1o+ Wy10)
Onde: t, é o tempo morto da coluna, t; e t, representam os tempos de retencéo,
k; e k, sdo os fatores de retencéo, wh, e Wiy, sd0 as larguras da primeira e
segunda banda cromatogréfica medidas a meia altura, o é o fator de separagéo e
Rs ¢ o fator de resolugéo.
O sinal de rotacdo optica dos enantidmeros do albendazol sulféxido
foi determinado através de um polarimetro PERKIN ELMER 241

As andlises elementares foram realizadas no DQ-UFSCar,
utilizando-se um equipamento FISIONS EA 1108.

Os espectros no infravermelho foram realizados em um
espectrofotometro BOMEN-MICHELSON FT-IR, modelo Power Male 1 —
Ultrasync.

A peneira usada para a uniformizagdo e homogeneizacao das fases
estacionarias quirais sintetizadas foi ENDECOTT SBS 410/1986 (995308) com

orificios de 38 um.

As leituras das placas de 96 pocos foram realizadas em

espctrofotometro de microplacas da BIOTEK’S, modelo Power Wave XS.
As colunas analiticas utilizadas foram:
= C18 Nucleosil (120A, 5pum), 15 x 0,46 cm d.i.
= C18 Luna (120A, 10 pm), 10 x 0,46 cm d.i
= CIANO Nucleosil (10um), 15 x 0,46 cm d.i.

= HEXILFENIL Luna (10um), 15 x 0,46 cm d.i.
= FENIL Hypersil (5um), 15 x 0,46 cm d.i.
Os demais reagentes quimicos utilizados foram de diferentes
marcas:
= Albumina sérica bovina (fraction V powder minimun 98%), 7-

etoxiresorufina, resorufina, fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), B-
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nicotinamida-adenina-dinucleotideo-reduzido (NADPH) e é&cido 2-[4-(2-
hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico (HEPES), &cido tricloroacético,
sulforrodamina B, tris(hydroximetil)aminometano, doxorrubicina, RPMI

1640, azul de tripano e amilose Tipo 111 foram comerciais da SIGMA,;

= Fosfato de potassio monobasico e dibabico, acido fosforico 85% e
tris(hidroximetil) aminometano da J.T. BAKER

= Sacarose, cloreto de magnésio, corante Comassie Brilliant Blue da
MALLINCKRODT;

=  Albendazol sulféxido e albendazol sulfona foram obtidos no laboratério

a partir de sintese®;
= Albendazol-2-amino-sulfona 98%, LAN AESER

= 3,5-dimetilfenil isocianato e 3-aminopropiltrietoxisilano  foram
comerciais ACROS;

= Silica Nucleosil MACHEREY-NAGEL (5004, 7um);
= Acido acético glacial foi comercial Riedel-de Haén

» Tampdo fosfato salino (PBS), utilizado nos ensaios de inibicdo do

crescimento celular, foi comercial FLUKA

3.2. PREPARO DAS COLUNAS RAM-BSA
3.2.1. Silicas Utilizadas

As silicas utilizadas no empacotamento das colunas foram:
octilsilica LUNA (100 A, 10 um), octadecilsilica LUNA (100 A, 10 um), fenil
silica HYPERSIL (120 A, 5 um) e ciano silica NUCLEOSIL (100 A, 10 um).
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3.2.2. Empacotamento das Colunas

A silica de fase hidrofobica (1,3 g) foi suspensa em 50 mL de
metanol, homogeneizada no ultrassom durante 3 minutos e empacotada em uma
coluna de aco inoxidavel (5,0 x 0,46 cm d.i.). As colunas foram condicionadas

em metanol durante aproximadamente 12 horas a uma vazéo de 1,0 mL/min.

3.2.3. Imobilizacdo das Fases Hidrofébicas com BSA*

Apds o empacotamento das fases hidrofobicas e condicionamento
das colunas, estas foram eluidas, a uma vazdo de 1,0 mL/min, com solucéo
tampdo KH,PO, (0,05 mol/L; pH 6,0) durante 20 minutos, solucao de albumina
sérica bovina 1,0 mg/mL preparada em solucdo tampao KH,PO, (0,05 mol/L;
pH 6,0), durante 30 minutos, agua por 20 minutos e em seguida eluiu-se trés
fracdes de 7 mL de glutaraldeido a 25% (v/v). ApGs um repouso de 12 horas,
uma solucéo de boroidreto de sodio 1,0 g/mL foi eluida pela coluna até obtencéo
de um eluente com valor de pH 10. Apds mais 2 horas em repouso, a fase

estacionaria foi lavada com agua durante 30 minutos e guardada em geladeira.

3.3. AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXCLUSAO DAS
PROTEINAS MICROSSOMAIS PELAS COLUNAS RAM-BSA

3.3.1. Determinacdo de Proteinas Totais em FracOes

Microssomais — Método de Bradford®
3.3.1.1. Preparo do Reagente de Bradford

A solucdo do corante azul brilhante, Coomassie Brilliant Blue, foi
preparada na concentracdo de 100 mg/mL, segundo o procedimento descrito por
Bradford®®. Em um béquer, dissolveu-se 50,0 mg do corante azul brilhante em
25 mL de etanol e a seguir acrescentou-se 50 mL de acido fosforico (85 % P.A.).

Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o
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volume com agua. A solucdo do corante foi estocada em um frasco de vidro

ambar.

3.3.1.2. Preparo das Amostras

Apds o condicionamento da coluna RAM com agua a 1,0 mL/min
durante 30 minutos, injetou-se 50 uL de microssoma, concentracdo proteica de
3,8 mg/mL, elui-se com agua e coletou-se a primeira e a segunda fracdo de 5
minutos separadamente, em dois bal6es volumétricos. Em seguida, a coluna foi
eluida com ACN/AGUA/ISO (75/15/10) por 5 minutos a 1,0 mL/min, para a
limpeza da coluna e, posteriormente, condicionada com agua por 10 minutos.

Este procedimento foi repetido para os volumes de 100 e 200 pL,
em triplicata para todos os volumes de injecdo. As fragOes coletadas foram
transferidas para frascos de vidro ambar e submetidas a medidas
espectrofotométricas.

As solucbes de referéncia foram preparadas adicionando-se
volumes de 50, 100 e 200 uL de microssomas, em baldo volumétrico de 5,00
mL e completando-se o volume com agua. As solucbes de referéncia ndo foram
eluidas pelas colunas RAM-BSA e representaram 100% das proteinas presentes

NOS microssomas.

3.3.1.3. Medidas Espectrofotométricas das Amostras

Pipetou-se 500 puL da fracdo eluida da coluna, adicionou-se 5,0 mL
da solucéo do reagente de Bradford, e com constante agitacédo, deixou reagir por
3 minutos. Em seguida, transferiu-se uma aliquota para uma cubeta de vidro e
registrou-se o espectro na regido de 190 a 820 nm. Atencdo foi dada ao
comprimento de onda 595 nm, relativo a maxima absorbancia do complexo

proteina—corante. As absorbancias foram medidas contra um branco de agua.
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O mesmo procedimento foi repetido para todas as fracOes

coletadas, bem como para as solugdes de referéncia.

3.4. ESTUDO DE METABOLISMO
3.4.1. Solucéo de PMSF (fluoreto de fenilmetanosulfonil)

A solucéo foi preparada pesando-se 23,3 mg do composto PMSF
(334,4 mmol/L) e diluindo-se em 400 pL de etanol.

3.4.2. Preparo do Tampao Fosfato com Sacarose e PMSF

O tampéo foi preparado pesando-se 1,36 g do sal KH,PO, (10
mmol/L), 1,74 g do sal K,HPO, (10 mmol/L), 85,6 g de sacarose (250 mmol/L)
e 400 pL da solucdo de PMSF preparada na secdo 3.4.1 (0,134 mmol/L) e

solubilizando-o em um volume de 1 L de agua deionizada.

3.4.3. Preparo do Tampao Fosfato Monobasico

O tampao foi preparado pesando-se 1,36 g do sal KH,PO, (100
mmol/L) e solubilizando-o em um volume de 100 mL de agua deionizada. O pH

foi ajustado para 6,6 e 8,2 com uma solucéo de KOH 3,0 mol/L.

3.4.4. Preparo do Tampao Tris-HCI

A solucdo do tampéo tris-HCI foi preparada pesando-se 0,303 g
(100 mmol/L) do sal tris e solubilizando-se em um volume total de 25 mL de
agua deionizada. A solucdo tampdao preparada foi ajustada para o valor de pH
6,6 e 8,2 com adicdo de HCI 10%.

3.4.5. Preparo do Tampao HEPES com Cloreto de Magnésio

O tampéo foi preparado pesando-se 1,19 g do sal HEPES (100

mmol/L) e 50,8 mg do sal MgCl, solubilizando-os em um volume de 50 mL de
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agua deionizada. O pH foi ajustado para 7,8 com uma solucdo de NaOH 1,0
mol/L.

3.4.6. Preparo das Solucdes de Cloreto de Calcio

A solucéo de cloreto de célcio foi preparada pesando-se 2,95 g do
sal (40 mmol/L) e solubilizando-o em um volume de 500 mL de agua
deionizada.

Para o preparo da solugdo de 10 mmol/L foi primeiramente
preparada uma solucdo de 100 mmol/L pesando-se 2,03 g do sal e solubilizando-
0 em um volume de 100 mL de &gua deionizada. Posteriormente uma aliquota
de 1,0 mL desta solucéo foi diluida em baldo volumetrico de 10,0 mL com &gua

deonizada.

3.4.7. Preparo das Solugbes de NADPH (l3-nicotinamida-

adenina-dinucleotideo-reduzido)

A solucdo foi preparada pesando-se 2,1 mg do composto NADPH
(5 mmol/L) e solubilizando em 500 pL de tampdo HEPES (100 mmol/L; pH 7,8
com 5mmol MgCl,). A solucédo de 15 mmol/L foi preparada solubilizando 12,8
mg de NADPH em 1000 pL do tampédo KH,PO, com sacarose e PMSF.

3.4.8. Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar, de 6-8 semanas. Os
animais foram mantidos em sala apropriada, livre de patégenos, ar limpo,
suplemento de agua (ad libitum), temperatura controlada de 20-23°C, umidade
relativa de aproximadamente 50% e ciclos de luz e escuriddo de 12h. Estes
animais foram mantidos no Laboratorio de Neuroendocrinologia, do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, da Universidade Federal de S&o Carlos,

laboratorio o qual também realizou a extragdo do orgao (figado).
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3.4.9. Extracéo das Fracoes Microssomais por

Ultracentrifugacéo

Os figados foram degelados e submetidos a extracdo microssomal
onde, primeiramente, foram picados e homogeneizados através do emprego de
um homogeneizador mecanico, em meio a solugdo tampé&o gelada, na propor¢éo
1g de figado/5 mL tampdo fosfato com sacarose e PMSF. As fragdes
microssomais foram obtidas por centrifugacdo diferenciada, onde o
homogeneizado do tecido foi centrifugado por 5 min a 600g. Os sobrenadantes
obtidos foram centrifugados novamente por mais 10 min a 6.500g. O novo
sobrenadante foi novamente centrifugado por mais 20 min a 12.000g e este
ultimo sobrenadante foi ultracentrifugado por 60 min a 120.000g. O precipitado
foi ressuspenso no tampdo fosfato com sacarose e PMSF. A concentracao
proteica das fragbes microssomais foi determinada segundo método de
Bradford™.

3.4.10. Extracao das Fragdes Microssomais por Agregacdo com
Calcio

Os figados foram degelados e submetidos a extracdo microssomal
onde, primeiramente, estes foram picados e homogeneizados através do
emprego de um homogeneizador mecanico, em meio a solucdo tampéo gelada,
na proporcdo 1g de figado/5 mL de tampdo fosfato com sacarose e PMSF. O
homogeneizado do tecido foi centrifugado por 5 min a 600g. O sobrenadante foi
coletado e centrifugado por 10 min a 6.500g. Coletou-se o sobrenadante e
centrifugou-se por 20 min a 12.000g e ao novo sobrenadante obtido foi
adicionado 4 volumes de solucdo de cloreto de célcio 40 mmol/L. A mistura
resultante foi deixada em repouso em banho de gelo por 10 min. Apds esse
periodo, a mistura foi centrifugada por 15 min a 12.000 g, isolando-se as fracdes
microssomais. O precipitado foi ressuspenso no tampé&o fosfato com sacarose e

PMSF.
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A concentracdo proteica das fragbes microssomais obtidas foram

determinadas segundo método de Bradford.

3.4.11. Preparo da Solucédo Padrédo de BSA

Preparou-se uma solucdo padrdo de BSA em agua na concentragao
de 1,0 mg/mL. Em seguida, transferiu-se uma aliquota desta solu¢éo para uma
cubeta de quartzo e fez-se a leitura em 280 nm, relativo a maxima absorbancia

da BSA e, entdo, ajustou a absorbancia da solucéo para 0,66.%

3.4.12. Preparo das Solucdes de BSA®

Solugdes de calibragdo nas concentragbes de 100,0; 200,0; 400,0;
600,0; 800,0 e 1000 pg/mL foram preparadas através de aliquotas de 10-100 pL
da solucdo padrédo de BSA, que foram pipetadas em tubos de ensaio e diluidas
com agua para um volume final de 100 pL, com excecdo da ultima aliquota que

nédo precisou ser diluida.

3.4.13. Preparo do Reagente de Bradford

O preparo do reagente de Bradford, utilizado para as medidas de
determinacdo da concentracédo proteica das fraces microssomais, foi 0 mesmo
ja descrito na secdo 3.3.1.1, p.39 para uso no estudo de exclusdo proteica das

fases de acesso restrito.

3.4.14. Medidas Espectrofotométricas das Amostras

Adicionou-se 5,0 mL da solucdo do reagente de Bradford as
solugbes BSA acima preparadas (100 pL), agitou-se as solucdes em um vortex
por 5s e deixou reagir por 7 minutos. Em seguida, transferiu-se uma aliquota
para uma cubeta de vidro e registrou-se 0 espectro na regido de 190 a 820 nm.

Atencdo foi dada ao comprimento de onda 595 nm, relativo & maxima

44



Parte Experimental

absorbancia do complexo proteina—corante. As absorbancias foram medidas
contra um branco de corante.

O mesmo procedimento foi repetido para todas as amostras padrédo
em triplicata, bem como para as amostras de concentracdo desconhecida.

As amostras de concentragdo desconhecidas foram submetidas a
uma diluicdo prévia para que pudessem ser quantificadas na curva de calibracdo
preparada, de modo geral, uma aliquota de 100 pL foi transferida para um baldo

de 5,0 mL e o volume completado com agua.

3.5. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
PARA RESORUFINA NA PRESENCA DE 7-ETOXIRESORUFINA

3.5.1. Inativacéo das Frac6es Microssomais

Para a validacdo do método foram utilizados microssomas inativos.
Estes foram inativados em um banho termostatizado a 55°C por 5 minutos antes

de ser utilizado no método.

3.5.2. Preparo das Solucbes Padrdo da Resorufina e 7-

Etoxiresorufina

Foi preparada uma solucdo estoque da resorufina em metanol na
concentracdo de 1,0 mmol/L, através da dissolucdo de 2,3 mg em baléo
volumétrico de 10,0 mL.

A partir desta solucdo, foram obtidas, por diluicdo, duas solucdes
estoque de concentracoes: (1) 5,0 umol/L e (2) 100 umol/L. As solu¢des padrao
de calibracdo e as solugdes padrdo de controle de qualidade foram obtidas por
diluicdo das solugdes estoque (1) e (2). Onde a solucéo estoque (1) foi utilizada
para preparar as solugdes padrdo de calibracdo e de controle de qualidade nas

concentracdes mais baixas e a solucdo estoque (2) foi utilizada para preparar as
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solugOes padrdo de calibracdo e de controle de qualidade nas concentracGes mais
altas.

Solucéo padréao de calibragéo: 0,200; 0,400; 0,800; 1,60; 3,20; 6,40
12,8 e 25,6 pmol/L para a resorufina.

Solucéo padrédo de controle de qualidade: 0,2400; 10,24 e 20,48
pumol/L para a resorufina.

Os valores de concentracdo dos controles de qualidade do método
foram calculados da seguinte forma:

1- O controle de qualidade de concentragdo mais baixa em torno de
110-120%, em relagdo ao ponto de menor concentragdo da curva de calibracao.

2- O controle de gqualidade de concentracdo media em torno de 40-
60%, em relacdo ao ponto de maior concentracdo da curva de calibracao.

3- O controle de qualidade de concentracgdo alta, em torno de 75-

95%, em relacdo ao ponto de mais alta concentracédo da curva de calibracéo.

3.5.3. Preparo das Amostras de Calibracdo e Controle de
Qualidade

Aliquotas de 50 pL da solucdo padrdo apropriada de resorufina
foram pipetadas em tubos para centrifugacdo (10,0 mL), juntamente com 350 uL
de tampdo HEPES (100 mM; pH 7,8 com 5 mmol/L MgCl,), 25 pL da solucéo
de etoxiresorufina (0,1 mmol/L), 25 pL da solu¢cdo de NADPH (5,0 mmol/L) e
50 pL de microssomas inativo (2,0 mg/mL de concentragdo proteica) e
homogeineizada. Em seguida as amostras foram precipitadas com 400 pL de
metanol gelado e permaneceram em um banho de gelo por 15 min. Apos esse
periodo as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 15 minutos, a 4°C.

Aliquotas de 250 puL. do sobrenadante foram transferidas para os
vials do autoinjetor, tendo sido injetado um volume de 50 pL no sistema

cromatografico.
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Na sequéncia, injetaram-se amostras livre da presenca da
resorufina, 0 que caracterizava o branco do método, cujo preparo foi similar ao

anteriormente descrito.

3.5.4. Obtengéo das Curvas Analiticas

As amostras de calibracdo foram preparadas em triplicata nas
seguintes concentragdes: 0,0200; 0,0400; 0,0800; 0,160; 0,320; 0,640; 1,28; 2,56
pumol/L para a resorufina e concentracgéo fixa de etoxiresorufina 0,1 mmol/L .

As curvas de calibracdo foram obtidas através de regressao linear,
considerando a area da banda cromatogréfica referente a cada concentragdo dos
compostos. Foi considerado um minimo de seis diferentes concentracdes para a
curva de calibracdo. A linearidade foi obtida através do valor do coeficiente de
correlacao linear.

Foram utilizadas as seguintes condi¢des cromatograficas para
obtencéo da curva analitica:

Coluna: C18 Luna (10 x 0,46 cm)

Fase movel: tampéo KH,PO, (10 mmol/L; pH 2,5)/MeOH (50:50)

Temperatura: 35°C

Vazdo: 1,0 mL/min;

Excitacdo: 530 nm e Emissdo: 582 nm

3.6. PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO EM
BIOFLUIDOS®%

3.6.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através de amostras de
fracOes microssomais isenta do analito de interesse. Estas foram preparadas da

mesma maneira como descritas no item 3.5.3, p.46 exceto que se fez a
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substituicdo da solucdo padrdo de resorufina por igual volume de tampéo
HEPES (100 mmol/L; pH 7,8 com 5 mmol/L MgCl,).

3.6.2. Recuperacao

A eficiéncia de extracdo dos analitos da matriz bioldgica foi
avaliada utilizando-se as solugdes de controle de qualidade, em replicatas (n=5).
Calcularam-se o percentual de recuperacdo por comparacdo dos
resultados obtidos das analises das amostras controle, preparadas em fragdes
microssomais, com os resultados provenientes da fortificacdo do sobrenadante

obtido da extracdo de fragdes microssomais brancas.

3.6.3. Precisdo e Exatidao

A precisao intradia e interdia e a exatiddo foram avaliadas em trés
dias ndo consecutivos, utilizando-se as amostras controle de qualidade do
método, as quais foram preparadas em replicata (n=5) em fra¢Ges microssomais.
A precisdo do método foi expressa pelo coeficiente de variacdo (CV%) das
replicatas. A exatiddo foi calculada através da razdo da média das concentracdes
encontradas e o valor médio das concentracbes nominais, e foi expressa em
porcentagem.

A exatiddo do método foi também avaliada através do teste cego,
onde foram preparadas, em triplicata, e analisadas, uma amostra de concentracéo
desconhecida ao analista.

Os critérios de aceitacdo para precisdo e exatiddo sdo valores de

desvios menores que 15%.

3.6.4. Limite de Quantificagdo (LQ) e Detecgédo (LD)

O LQ foi estabelecido como a menor concentracéo, cuja precisao,
expressa pelo coeficiente de variacdo (CV), ndo excedeu o valor de 20 % (n =5)
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e a exatiddo (%) apresentou desvios ndo superiores a 20% do valor nominal da
concentracéo.
O LD foi estabelecido como a menor concentragdo que apresentou

um sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

3.7. MEDIDA DE ATIVIDADE DAS FRACOES
MICROSSOMAIS EXTRAIDAS POR ULTRACENTRIFUGACAO E
POR AGREGACAO DE CALCIO

3.7.1. Incubacéo in vitro

Os ensaios in vitro para medida da atividade enzimatica das
diferentes fragcbes microssomais obtidas foram realizados em tubos de
centrifugacdo de 2,0 mL onde adicionou-se 400 pL da solucdo de tampéo
HEPES (100 mmol/L; pH 7,8; contendo 5mmol/L MgCl,). Na sequéncia,
adicionou-se 50 pL da fracdo microssomal (10 mg/mL) e posteriormente 25uL
da solucéo de 7-etoxiresorufina (0,1 mmol/L). A mistura foi pré-incubada por 1
min a 37°C. Passados esse tempo, adicionou-se 25 pL da solucdo de NADPH
(5,0 mmol/L) e deixou a mistura em constante agitacdo a temperatura de 37°C
por 5 min. Cessou-se a reacdo com adicdo de 400 pL de metanol gelado.
Deixou-se em repouso em um banho de gelo por 15 min e posteriormente
realizou-se a centrifugacdo a 10.000 g por 15 min. Injetou-se 50 pL do
sobrenadante no sistema cromatografico.

A medida de atividade enzimatica foi acompanhada para as fracdes

microssomais obtidas pelos dois métodos por um periodo de 90 dias.

3.7.2. Calculo da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica foi calculada dividindo-se a concentracéo
encontrada para o analito pelo tempo de incubagcdo e posteriormente pela
quantidade de proteina utilizada.
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3.8. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
PARA METABOLITOS DO ALBENDAZOL

3.8.1. Inativagao das Fragoes Microssomais

Procedimendo descrito na Secdo 3.5.1, p.45

3.8.2. Preparo das Solugbes Padrdao do ABZ-SO,-NH,, ABZ-
SO, e (£)-ABZ-SO

Foram preparadas, individualmente, trés solucdes estoque em
metanol na concentracdo de 12,5 mmol/L para o ABZ-SO,-NH, ; 6,73 mmol/L
para ABZ-SO, e de 5,00 mmol/L para o (x)-ABZ-SO, através da dissolucéo de
3,0 mg; 2,0 mg e 1,4 mg, respectivamente, em baldes volumétricos de 1,0 mL.

A partir destas trés solugbes, foram obtidas por diluicdo, duas
solugcOes estoque com 0s compostos combinados nas concentragdes: (1) 1,25
umol/L para ABZ-SO,-NH,; 0,625 pmol/L para ABZ-SO, e de 50,0 umol/L
para 0 (x)-ABZ-SO; (2) 8,00 umol/L para ABZ-SO,-NH,, 4,00 pg/mL ABZ-
SO, e de 320 ug/mL para (+)-ABZ-SO. As solug6es padrdo de calibragdo e as
solugbes padrdo de controle de qualidade foram obtidas por diluicdo das
solugOes estoque (1) e (2). Onde a solucéo estoque (1) foi utilizada para preparar
as solugbes padrdo de calibracdo e de controle de qualidade nas concentracdes
mais baixas e a solucdo estoque (2) foi utilizada para preparar as solucdes
padrédo de calibracéo e de controle de qualidade nas concentragdes mais altas.

Solucdo padrdo de calibracdo: 50,00; 100,0; 150; 200,0; 300,0;
400,nmol/mL para o ABZ-SO,-NH,; 100,0; 200,0; 300,0; 400,0; 800,0; 1600
para 0 ABZ-SO, e de 2000; 4000; 6000; 8000; 12000 e 16000 nmol/mL para o
(+)-ABZ-SO.

Solucdo padrédo de controle de qualidade: 60,00; 180,0 e 360,0
nmol/mL para o ABZ-SO,-NH,; 120,00; 720,00 e 14400 nmol/mL para 0 ABZ-
S0O,; 2400,0; 7200,0 e 14400 nmol/mL para o (x)-ABZ-SO
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Os valores de concentracdo dos controles de qualidade do método
foram calculados da seguinte forma:

1- O controle de qualidade de concentragdo mais baixa em torno de
110-120%, em relacdo ao ponto de menor concentracdo da curva de calibracao.

2- O controle de gqualidade de concentracdo média em torno de 40-
60%, em relacdo ao ponto de maior concentracdo da curva de calibracao.

3- O controle de qualidade de concentracdo alta, em torno de 75-

95%, em relacdo ao ponto de mais alta concentragédo da curva de calibracéo.

3.8.3. Preparo das Amostras de Calibracdo e Controle de
Qualidade

Em tubos para centrifugacdo (2,0 mL) adicionou-se: 400uL do
tampédo fosfato com sacarose e PMSF, 50uL da fracdo microssomal (10,0
mg/mL) e 50 pL da solucdo padrdo apropriada e homogeneizou-se em vortex
por 5s. Em seguida, as amostras foram precipitadas com 400 pL de acetonitrila
gelada, para cessar a reacdo enzimatica e agitadas em vortex por 10 s. As
amostras permaneceram em repouso em um banho de gelo por 15 min e
posteriormente foram centrifugadas a 10.000g por 15 min, a 4°C.

Aliquotas de 400 pL foram transferidas para os vials do autoinjetor,
tendo sido injetado um volume de 350 pL no sistema cromatografico
multidimensional.

Na sequéncia, injetaram-se amostras de fracfes microssomais,
livres da presenca dos compostos avaliados, 0 que caracterizava o branco das

fragGes microssomais, cujo preparo foi similar ao anteriormente descrito.

3.8.4. Obtencgdo das Curvas Analiticas

As amostras de calibracdo foram preparadas em triplicata nas
seguintes concentracdes: 5,000; 10,00; 15,00; 20,00; 30,00 e 40,00 nmol/L para
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0 ABZ-S0O,-NH,; 10,00; 20,00; 30,00; 40,00; 80,00 e 160,0 nmol/mL para o
ABZ-S0O, e de 200,0; 400,0; 600,0; 800,0; 1200,0 e 1600,0 nmol/mL para o (z)-
ABZ-SO.

As curvas de calibracdo foram obtidas através de regressdo linear,
considerando a area da banda cromatogréafica referente a cada concentragcéo dos
compostos. Foi considerado um minimo de seis diferentes concentracdes em
cada curva de calibracdo. A linearidade foi obtida através do valor do
coeficiente de correlagao.

Foram utilizadas as seguintes condi¢fes cromatograficas para
obtencéo das curvas analiticas: Temperatura de 30°C

Bomba 1:

0,00-5,00 min: fase movel: 100% tampao KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5) [exclusdo das proteinas pela coluna RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.)];
vazéo de 1,0 mL/min

5,01-14,00 min: fase movel: tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40 v/v) (extracdo e transferéncia dos compostos da coluna RAM-
Cg-BSA); vazdo de 0,5 mL/min

8,00-14,00 min: fase mbvel: tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40 v/v) [acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA e coluna
analitica]; vazédo de 0,5 mL/min

14,01-25,00 min: fase mével: ACN: tampdo KH,PO, (0,01 mol/L;
pH 7,5) (75:25 v/v) (limpeza da coluna RAM-Cg-BSA); vazao de 1,0 mL/min

25,01-35,00 min: fase mdvel: tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5) (condicionameto da coluna RAM-Cg-BSA); vazado de 1,0 mL/min

Bomba 2: vazao de 0,5 mL/min;
0,00-8,00 min: fase movel: tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40 wv/v) [condicionamento da coluna analitica tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de amilose (15 x 0,46 cm d.i.)];

52



Parte Experimental

8,00-14,00 min: fase mdvel: tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40 v/v) (acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA e coluna
analitica);

14,01-35,00 min: fase mdvel: tampao KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40 v/v) (analise do ABZ-SO,-NH,, ABZ-SO, e (+)-ABZ-SO na
coluna analitica), deteccdo por fluorescéncia, com excitacdo: 290 nm e emissao:
320 nm

3.9. PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO

Para o planejamento fatorial foram realizados 16 experimentos, de
forma aleatdria, onde foram estudadas oito variaveis em dois niveis, sendo estas:
[Proteica]: 2,0 e 10,0 mg/mL; [MgCl,]: 2,5 e 10 mmol/L; [ABZ]: 50 e 500
umol/L; [NADPH]: 3,00 e 15,0 mg/mL; tempo de incubacdo: 30 e 180 min;
tampéo: fosfato e tris; [tampao]: 10 e 100 mmol/L e pH 6,6 e 8,2.

3.9.1. Incubacéo in vitro Realizada no Planejamento

Os ensaios in vitro foram realizados em tubos de centrifugacdo de
2,0 mL onde se adicionou 375 pL da solucdo de tampéo e 25uL da solugédo de
MgCl,. Na sequéncia, adicionou-se 50 pL da fracdo microssomal e
posteriormente 25uL da solucéo de albendazol. A mistura foi pré-incubada por 3
min a 37°C. Passado esse tempo, adicionou-se 25 UL da solu¢cdo de NADPH e
deixou-se a mistura em constante agitagdo a temperatura de 37°C pelo tempo
referente a cada experimento. Cessou-se a reacdo com adicdo de 400 pL de
acetonitrila gelada. Apds a precipitacdo, deixou-se a mistura em repouso em um
banho de gelo por 15 minutos e posteriormente realizou-se uma centrifugacéo a
10.000 g por 15 min. Injetou-se 350 pL do sobrenadante no sistema

cromatografico.
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3.10. APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA
ANALISES DO METABOLISMO IN VITRO DE RATOS CONTROLE E
RATOS COM RESTRICAO PROTEICA

3.10.1. Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos, que foram
divididos em 2 grupos: grupo controle (n=8) e grupo com restricdo proteica
(n=8). Os animais foram mantidos em sala apropriada, livre de patdgenos, ar
limpo e agua (ad libitum), temperatura controlada de 20-23°C, umidade relativa
de aproximadamente 50% e ciclos de luz e escurid@o de 12h.

Esses 2 grupos de animais receberam dieta diferenciada por 45 dias,
passado esse periodo foram sacrificados (guilhotinados) e seus respectivos
figados extraidos, pesados, lavados e armazenados a -80° C, individualmente.

Os animais foram tratados e mantidos no biotério da Faculdade de
Ciéncias da Saude, da Universidade Metodista de Piracicaba.

O trabalho proposto foi aprovado pelo Comite de Etica Animal da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

3.10.2. Dieta

Os ratos controles receberam uma dieta com 14% em proteina e 0s
ratos com restricdo proteica receberam uma dieta com 6% em proteina, segundo

valores recomendados pela Associacdo Americana de Nutri¢do para roedores.

3.10.3. Metabolismo in vitro

As fracbes microssomais foram preparadas individualmente para
cada rato totalizando n=16 fragdes microssomais (8 controles e 8 com restrigéo
proteica).

O procedimento realizado para extracdo das fragcbes microssomais
foi o de ultracentrifugacdo e esta descrito na secdo 3.4.9, p. 43. Posteriormente
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foi realizada a determinacdo proteica para cada fracdo microssomal (Secéo
3.4.14, p. 44).

Os ensaios in vitro foram realizados em tubos de centrifugacao de
2,0 mL onde se adicionou 375 pL da solugdo de tampdo KH,PO, (100 mmol/L;
pH 8,2), 25uL da solugdo de MgCl, (10 mmol/L). Na sequéncia, adicionou-se
50 pL da fracdo microssomal (10 mg/mL) e posteriormente 25uL da solucdo de
albendazol (0,5 mmol/L). A mistura foi pré-incubada por 3 min a 37°C.
Passados esse tempo adicionou-se 25 L da solugdéo de NADPH (15,0 mmol/L)
¢ deixou a mistura em constante agitagdo a temperatura de 37°C por 180 min.
Cessou-se a reacdo com adicdo de 400 pL de acetonitrila gelado e deixou-se a
mistura em repouso em um banho de gelo por 15 min e posteriormente realizou-
se a centrifugacdo a 10.000 g por 15 min. Injetou-se 350 pL do sobrenadante no

sistema cromatografico.

3.10.4. Tratamento dos Dados

Os dados obtidos foram tratados com Teste t com multiplas

amostras.'®

3.11. PREPARO DAS FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS

3.11.1. Sintese da Fase Estacionaria Quiral tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de Amilose *"°

Piridina anidra (50 mL) foi adicionada a amilose (1,00 g; 6,17
mmol) previamente seca em estufa a vacuo a 60°C por 24 horas. A mistura
reacional foi aquecida a 98°C, sob constante agitacdo. Depois de 24 horas, a
mistura foi resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se 3,5-dimetilfenil
isocianato (21,6 mmol). A reacdo permaneceu sob aquecimento e agitacdo por

mais 72 horas a mesma temperatura.
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Ap0s o resfriamento da reacdo a temperatura ambiente, o produto
foi precipitado, sob agitacdo em metanol (300 mL). A mistura foi mantida em
agitacdo durante 1 hora e, entdo, o produto branco foi filtrado a vacuo em funil
de placa sinterizada e lavado com metanol, repetidas vezes, até que ndo se
observasse mais residuos de piridina.

O carbamato foi seco em dessecador com vacuo, por 72 horas, e

caracterizado por analise elementar e infravermelho.

(A) tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose: Ca3H3;0gN3
Analise Elementar:

Valores Tedricos: %C=65,66; %H=6,18; %N=6,96

Valores Experimentais: %C=65,35; %H=6,15;%N=6,84

Infravermelho (KBr, vmax, cm'l): 3313,5; 1749,3 e 1224,7

3.11.2. Derivatizacdo do Suporte 3-Aminopropilsilica (APS)

Silica Nucleosil (500 A, 7um) (20,0 g), previamente seca em estufa
a vacuo a 60°C por 24 horas e, depois, mantida sob atmosfera de cloreto de litio
em dessecador por mais 24 horas, foi transferida para um baldo, onde tolueno
seco (360 mL) foi adicionado. A mistura foi mantida sob atmosfera de N,, e
adicionou-se 3-aminopropiltrietoxisilano (24 mL, 102 mmol). A mistura
reacional permaneceu em agitacdo e aquecimento a uma temperatura de 120°C,
durante 3 horas.

O produto branco formado foi filtrado a vacuo em funil de placa
sinterizada e lavado com tolueno (300 mL) e depois com uma mistura de
MeOH:H,0 (50:50 v/v) (250 mL). O produto foi seco em dessecador com
pentdxido de fésforo por 72 horas e submetido a analise elementar.

Analise Elementar:

Silica Nucleosil: %C =0,13; %H =0; %N = 0,18
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Silica APS-Nucleosil: %C = 1,39; %H = 0,56; %N = 0,61

3.11.3. Cobertura do Carbamato ao Suporte APS-Nucleosil

Silica (2,0 g) APS-Nucleosil foi transferida para um baldo especial
para revestimento, com reentrancias, ao qual foi adicionado tetraidrofurano (50
mL). Refluxou-se a suspensdo por meia hora, resfriou-se o sistema a
temperatura ambiente e, entdo, adicionou-se, em pequenas por¢oes, o carbamato
(0,5 g) previamente dissolvido em uma mistura de tetraidrofurano:N,N-
dimetilacetamida (7:3).

Os solventes foram evaporados muito lentamente em rota
evaporador e a fase estaciondaria obtida foi totalmente seca em bomba a vécuo.
Apobs a secagem, a fase estacionaria foi cuidadosamente peneirada, utilizando-se
uma peneira especial com orificio de 38 um, para a uniformizacdo do tamanho

das particulas.

3.11.4. Empacotamento das Fases Estacionarias
3.11.4.1. Coluna Analitica

A fase estacionaria quiral (2,2 g) foi empacotada em coluna de aco
inoxidavel (15,0 x 0,46 mm d.i.) sob pressdo de 7500 psi, utilizando-se
hexano:isopropanol (90:10 v/v) como solvente. A fase estacionaria foi suspensa
em 50,0 mL de hexano:isopropanol (50:50 v/v) e agitadas no ultra-som por um
periodo de trés minutos.

As colunas foram condicionadas em hexano:isopropanol (95:5 v/v)
durante 12 horas, utilizando-se um vazdo de 0,5 mL/min e posteriormente

avaliadas com os padrdes cromatogréaficos.
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3.11.4.2. Coluna Semipreparativa

A cobertura do suporte foi realizada como descrito anteriormente
no item 3.11.3, p. 57, utilizando-se 2,0 g de carbamato e 8,0 g de silica APS-
Nucleosil (5004, 7pm).

A fase estacionéaria quiral (9,0 g) foi empacotada em coluna de ago
inoxidavel (20,0 x 0,70 cm d.i.) sob pressdo de 7500 psi, utilizando-se
hexano:isopropanol (90:10 v/v) como solvente. A fase estacionaria foi suspensa
em 70,0 mL de hexano:isopropanol (50:50 v/v) e agitadas no ultra-som por um
periodo de trés minutos.

Apdés empacotamento a coluna foi condicionada em
hexano:isopropanol (90:10 v/v) durante 12 horas, utilizando-se uma vazdo de
1,0 mL/min.

3.12. SEPARACAO ENANTIOMERICA DO ALBENDAZOL
SULFOXIDO EM ESCALA SEMIPREPARATIVA

A coluna semipreparativa tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose adsorvida em APS Nucleosil (500A, 7um, 20% g/g) (20,0 x 0,70 cm)
foi condicionada com a fase mdvel metanol a uma vazéo de 2,5 mL/min e
deteccdo no UV em 290 nm.

Uma massa de 10,0 mg de (z)-albendazol sulféxido foi pesada e
solubilizada em 1,0 mL de metanol. A solucdo de (z)-albendazol sulféxido foi
injetada no sistema cromatografico com al¢ca dosadora de 500 puL. As fragdes de
(+) e (-)-albendazol-sulféxido foram coletadas nas areas demarcadas para coleta.
As fracdes obtidas foram rotaevaporadas e os solidos obtidos analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala analitica para determinacéo da

pureza enantiomérica.
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3.13. AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO
CELULAR

3.13.1. Condicdes de Cultura

Todas as manipulacdes das linhas celulares foram realizadas em
camara de fluxo laminar com materiais estéreis. Utilizou-se uma estufa a

temperatura de 37°C contendo atmosfera umidificada e 5% de CO,

3.13.2. Linhas Celulares

Trés linhagens de tumores celulares humanas foram utilizadas:
MCF-7 (céncer de mama), NCI-H460 (cancer de pulméo) e A375-C5
(melanoma). A linha celular MCF-7 e A375-C5 foram obtidas da European
Colection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Reino Unido) e NCI-H460 foi
gentilmente doada pelo National Institute of Cancer (NCI, Besthesda, EUA).

3.13.3. A Tripsinizacéo das Linhas Celulares

A tripsinizacdo das células foi realizada pela adicdo de tripsina ao
frasco de cultura e este colocado na estufa por 2 minutos. Posteriormente
adicionou-se 0 meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino e

centrifugou-se por 5 minutos a 1200 g.

3.13.4. Solucgéo Sulforrodamina B (SRB)

A solucdo foi preparada pesando-se 4,0 g de SRB (6,9 mmol/L
mmol/L) e diluindo-se em 1000 mL de uma solucédo de &cido acético 1% (v/v) e

armazenada em geladeira.
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3.13.5. Solucdo Azul de Tripano

A solucdo foi preparada pesando-se 1g de corante azul de tripano
em 100 mL de PBS estéril. Filtrou-se e armazenou-se na geladeira em frasco

ambar.

3.13.6. Tampéo Fosfato Salino (PBS)

A solucdo de PBS, adquirida comercialmente, foi preparada por
diluicdo apropriada em 1000 mL de &gua destilada, para obter uma solucdo com
concentracdo final de tampdo fosfato 0,01 mol/L, 0,0027 mol/L KCI e 0,14
mol/L NaCl e pH 7,4.

3.13.7. Solucéo de Acido Acético 1% (V/v)

A solucéo foi preparada diluindo-se 10 mL de &cido acetico glacial

em 1000 mL de agua destilada.

3.13.8. Solugéo Tris-Base

A solucdo foi preparada pesando-se 605 mg de
tris(hidroximetil)aminometano (10 mmol/L) e diluindo-se em 500 mL de agua

destilada.

3.13.9. Solucao de Acido Tricloroacético (TCA)

A solucéo foi preparada pesando-se 50 g de TCA (3,06 mol/L) e

diluindo-se em 100 mL de &gua destilada e armazenada em geladeira.
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3.13.10. Preparo das Solucodes

As solucdes em estoque de ABZ, (x)-ABZ-SO, (+)-ABZ-SO e (-)-
ABZ-SO foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracéo de 60
mmol/L, pela dissolu¢do de 15,9; 16,8; 16,8; e 16,8 mg de cada composto,
respectivamente.

Aligquotou-se 10 pL da solucdo em estoque (60mmol/L) e
adicionou-se 2,0 mL de meio de cultura em tubo de ensaio estéril. Na sequéncia,
aliquotou-se 1,0 mL dessa solucéo e diluiu-se com mais 1,0 mL de meio RMPI.
Posteriormente, desta ultima solucéo, aliquotou-se 1,0 mL e diluiu-se com 1,0
mL de meio. E por fim, mais um 1,0 mL da ultima amostra foi diluida com 1,0
mL do meio RPMI.

As soluces finais obtidas foram de 300,0; 150,0; 75,00; 37,50 e
18,75 umol/L em cada tudo de ensaio, ja os ensaios foram realizados com as
concentracdes de 150,0; 75,00; 37,50; 18,75 e 9,380 umol/L uma vez que nas

placas as solucdes foram diluidas pela adicdo do meio de cultura.

3.13.11. Ensaio de Inibicdo com Sulforrodamina B (SRB)

Os efeitos dos compostos ABZ, (£)-ABZ-SO, (+)-ABZ-SO e (-)-
ABZ-SO sobre o crescimento in vitro de linhagens de células humanas tumorais
foram avaliadas de acordo com o procedimento adotado pelo Instituto Nacional
do Céncer (NCI, EUA), o qual utiliza o corante sulforrodamina B, que se liga as
proteinas, para avaliar o crescimento celular.>*'%*

As células foram incubadas em meio RPMI completo a 37°C e 5%
de CO,. As celulas foram coradas com o corante azul de tripano 0,2% (v/v) e
contadas em camara de Neubauer. As densidades celulares foram ajustadas para
1,5 x10° células/mL para linhagem MCF-7 e 7,5 x10* para as células NCI-H460

e A375-CS5. Da suspensao celular, 100 pL foi adicionado aos orificios de uma

placa estéril de 96 pocos juntamente com 100 pL de meio RPMI completo e
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incubados por 24 horas a 37°C e 5% de CO, por 24 horas para crescimento
exponencial das células. Apos este periodo, foram adicionados 100 pL das
solucOes a serem testadas, em diferentes concentracOes, preparadas por diluicdo
serial das respectivas solugdes estoque, descongeladas imediatamente antes do
uso, em meio RPMI completo. Uma placa controle (To) foi fixada e lavada.

Apos a adicdo dos compostos, as placas permaneceram na estufa a
37°C e 5% de CO, por 48 horas a 37°C e 5% de CO.,.

Apos esse periodo, as placas foram fixadas com a adicdo de 50uL
de TCA 50% em cada pogo. Estas permaneeram na geladeira por um periodo de
1 h e posteriormente foram lavadas com &gua destilada por 5 vezes cada e
deixadas secar a temperatura ambiente ou estufa a 37°C, para acelerar a
secagem.

Com as placas bem secas, estas foram coradas pela adi¢do de 50uL
da solucéo de sulforrodamina B. Apdés a adicdo, deixou-se a recdo por 30 min a
temperatuta ambiente. Terminado esse periodo, as placas foram lavadas com
uma solucdo de &cido acético 1% (v/v) por 5 vezes ou até ndo se observar mais
residuos de corante. Secou as placas a temperatura ambiente ou na estufa para
acelerar o processo de secagem.

As ceélulas aderidas a placa foram suspensas com a adi¢do de 100
uL de tris 10 mmol/L em cada poco e deixou-se a temperatura ambiente por 30
min. Posteriormente, foi realizada a leitura das placas na absorbancia de 492 nm,
em um leitor de placas. Para cada linha celular e cada composto avaliado, uma
curva dose-resposta foi obtida e a inibicdo do crescimento de 50% (GI150),
correspondendo a concentracdo dos compostos que inibiram 50% do
crescimento das células foi calculado.® Doxorrubicina foi usado como um

controle positivo e testado da mesma forma.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. EXTRACAO DAS FRACOES MICROSSOMAIS

O método convencional para obtencdo de fragdes microssomais a
partir de figados de ratos envolve a técnica de centrifugacdo diferencial. Nesta
técnica 0 homogenato de figado é centrifugado primeiramente com baixa
rotacdo, para separacdo de células, mitocondrias e acidos nucléicos e, em uma
segunda etapa, € realizada uma ultracentrifugacdo do sobrenadante para isolar os
microssomas.>'%

A ultracentrifugacdo requer o emprego de centrifugas especificas
que possuem capacidade de rotacdo de 90.000-120.000 g e que, por sua vez,
possuem um custo de aquisicdo bastante elevado. Desta forma, métodos
alternativos que possibilitem a extracdo de fracdes celulares sdo extremamente
atrativos.

Uma alternativa para o0s procedimentos que utilizam a
ultracentrifugacdo € um método que envolve o uso de cloreto de célcio para a
agregacdo dos microssomas, formando um complexo com alta densidade e
consequentemente melhor sedimentacdo, podendo entdo ser isolados em
centrifugas de baixa rotacdo convencionais em laboratdrios de pesquisa.'®*®

Com o objetivo de comparar os dois procedimentos de extracdo e
obter microssomas sem 0 uso de uma ultracentrifuga, as fracbes microssomais
foram extraidas por ultracentrifugacdo e também por agregacdo de calcio,
segundo procedimento ilustrado na Figura 4.1.

Para cada extracdo das fragdes microssomais foram realizadas as

respectivas determinacdes das concentragdes proteicas.
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FIGURA 4.1: Procedimento de extracdo realizado na obtencdo das fragdes microssomais por
ultracentrifugacéo e por agregacao de céalcio.

4.2. DETERMINACAO PROTEICA DAS FRACOES
MICROSSOMAIS

Para cada extracdo microssomal realizada, uma curva de calibracéo
com BSA foi obtida em funcdo do maximo de absorbancias em 596 nm,
relativas as seguintes concentragdes: 100,0; 200,0; 400,0; 600,0; 800,0 e 1000
ug/mL, tanto para o método por ultracentrifugacdo como por agregacdo com
cloreto de calcio. As amostras foram preparadas em &gua, em triplicata. As
curvas analiticas foram obtidas através de regressdo linear, pelo método dos

minimos quadrados e esta apresentada na Figura 4.2.
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FIGURA 4.2: Curva analitica obtida com BSA para a determinacdo de proteinas totais em

diferentes fracGes microssomais (n=18).

4.2.1. Precisao e Exatidao

A preciséo e a exatiddo das curvas de calibracdo obtidas com BSA
foram avaliadas (Tabela 4.1). A preciséo das replicatas (n=3) de BSA
apresentou coeficientes de variacdo entre 2,47 e 13,9. Os valores de exatiddo
variaram das concentracbes nominais entre 93,8 e 120%. Portanto, todos estes
valores foram considerados aceitaveis, com a concentracdo de 100 pg/mL sendo

o limite inferior para quantificacdo de proteinas totais.
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TABELA 4.1: Exatidao (%) e precisdo (CV%) obtidas para as diferentes concentracfes da
curva de calibracéo para BSA (n=3).

Concentracéo (ug/mL) | Preciséo (CV) (%) | Exatidao (%)
-~ 100 | 189 | 1200
200,0 7,05 97,3
400,0 5,24 93,8
600,0 4.45 101
800,0 2,47 97,2
1000 3,96 102

Atraves da apropriada diluicdo das amostras, a concentracdo
proteica encontrada para a fragcdo microssomal obtida por ultracentrifugacéo foi
de 41,1 mg/mL e para fragdo microssomal obtida por agregacédo de calcio foi de
26,6 mg/mL. Embora um maior rendimento proteico tenha sido obtido com o
procedimento de ultracentrifugacdo, ambos valores de concentragcdo proteica
foram considerados satisfatorios, uma vez que as concentracdes empregadas nos
ensaios de biotransformacéo in vitro situam-se na faixa de 0,5 a 10,0 mg/mL.**"
1% Desta forma, pode-se concluir que o procedimento de ultracentrifugacdo e o
de agregacéo de célcio sdo adequados para a obtencédo de fragdes microssomais
e que ambos podem ser empregados, desde que a faixa de concentracdo desejada

esteja contemplada nos limites alcancados.

4.3. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
PARA RESORUFINA NA PRESENCA DE SEU SUBSTRATO - 7-
ETOXIRESORUFINA

Para avaliacdo dos métodos de extracdo das fracGes microssomais

com relacdo a atividade e estabilidade das amostras extraidas, seja por
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ultracentrifugacdo ou por precipitacdo com cloreto de célcio, estabeleceu-se a
realizacdo de experimentos in vitro para monitorar a metabolizacdo de um
substrato especifico, biotransformado pelas enzimas de interesse no processo em
estudo. O marcador selecionado como substrato foi a 7-etoxiresorufina, sendo o
produto da sua metabolizacdo, a resorufina, um marcador para o citocromo
P450, mas especificamente para os CYP’s 1A1, 1A2 e 1B1."%" Vale ressaltar que
0 CYP1A1 é uma das responsaveis pelo metabolismo do albendazol.?

A atividade enzimatica das fragbes microssomais obtidas foi
avaliada por quantificacdo do produto da reacdo, sendo a quantidade obtida
considerada como um valor padrdo e utilizado para monitorar a
reprodutibilidade da extracdo entre diferentes lotes de amostras microssomais.
Adicionalmente, este mesmo teste foi também conduzido em diferentes dias
para avaliar a estabilidade das amostras extraidas e armazenadas.

Para o desenvolvimento do método de analise avaliou-se diferentes
fases estacionarias e diferentes fases moveis com intuito de se obter a
seletividade desejada para 0s compostos de interesse: 7-etoxiresorufina

(substrato) e da resorufina (produto) (Figura 4.3).

~_° o) O HO o o
N N
FIGURA 4.3: Estrutura quimica da 7-etoxiresorufina e da resorufina
A primeira fase estacionaria avaliada foi uma coluna C18 Nucleosil
(5um, 15 x 0,46 cm d.i.) utilizando-se MeOH/Agua (50:50) como eluente. O
resultado obtido mostrou-se inadequado, uma vez que a resorufina, composto
hidrofilico, eluiu no tempo morto da coluna. Como alternativas, solu¢do tampéo
fosfato em pH 5,5 e 2,5 foram testados, mantendo-se a mesma forca de fase

movel. Os cromatogramas obtidos estdo ilustrados na Figura 4.4.
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FIGURA 4.4: Cromatogramas da separacdo da resorufina (1) e da 7-etoxiresorufina
(2).Coluna C18 Nucleosil (5um, 15 x 0,46 cm d.i). Fase Mdvel: (A) MeOH/Tampao KH,PO4
(10 mmol/L; pH 2,5) (50:50); (B) MeOH/Tampdo KH,PO, (10 mmol/L; pH 5,5) (50:50)

Vazdo: 1,0 mL/min e A: 254 nm.

Pode-se observar (Figura 4.4) que uma retencdo satisfatoria foi
obtida para a resorufina em pH 2,5, porém o tempo de retencdo para a 7-
etoxiresorufina ainda estava elevado. Como alternativa, foi avaliada uma coluna
C18 Luna que, apesar de ser a mesma fase hidrofobica (C18), pode apresentar
uma acidez diferente quando comparada com a silica Nucleosil. No entanto, o
resultado obtido para a analise de 7-etoxiresorufina e resorufina com a coluna
Luna ndo apresentou diferenca significativa em termos de fatores de retencéo
(k), mesmo assim, essa foi selecionada para os préximos passos do trabalho.

Avaliou-se a influéncia da temperatura na retengdo dos compostos,
uma vez que estes possuem grupos ionizaveis e a temperatura influencia na
ionizacdo e, consequentemente, na retencdo cromatografica dos mesmos. As
temperaturas avaliadas foram 30, 35 e 40°C e o0s cromatogramas Sao

apresentados na Figura 4.5.
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FIGURA 4.5: Cromatogramas da separacdo da resorufina (1) e da 7-etoxiresorufina (2) com
avaliacdo de diferentes temperaturas. Coluna C18 Luna (10pum, 15 x 0,46 cm d.i). Fase
Movel: MeOH/Tampédo KH,PO4 (10 mmol/L; pH 2,5) (50:50). Vazio: 1,0 mL/min ¢ A: 254
nm.

A temperatura intermediaria de 35°C foi selecionada e fixada para
todos os experimentos.

Ainda na fase de desenvolvimento foram avaliadas a adi¢do de
aditivos a fase mdvel, com o intuito de obter um maior k para a resorufina.
Nesta etapa testou-se o acido trifluoracético, acido acético, tetrabutilamonio e
acido acético com trietilamina, no entanto, nenhum deles apresentou um
resultado satisfatorio. Portanto, ajustar uma condicdo cromatogréfica para obter
fatores de retencdo proximos para estes dois compostos, exigia o uso de eluicdo
gradiente, porém, levando-se em consideracdo o tempo de condicionamento que
€ necessario estabelecer entre injecdes neste tipo de eluicdo, o tempo total de
anélise continuaria inalterado.

Uma coluna C18 Luna (10pum, 100A) (10 x 0,46 cm) de menor
dimens&o foi investigada, no entanto, ndo foi observado melhora significativa no
resultado das anélises.

Das diferentes condigbes cromatogréaficas testadas, optou-se pela

descrita no cromatograma apresentado na Figura 4.6.
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FIGURA 4.6: Cromatograma da separacdo da resorufina (1) e da 7-etoxiresorufina
(2).Coluna C18 Luna (10um, 15 x 0,46 cm d.i). Fase Mdvel: MeOH/Tampao KH,PO, (10

mmol/L; pH 2,5) (50:50). Vazao: 1,0 mL/min e A: 254 nm. Temperatura de 35°C.

Adicionalmente, avaliou-se dois sistemas de deteccdo para o
emprego do método, o ultravioleta visivel e o detector de fluorescéncia. Na
Figura 4.7 estdo apresentados 0s cromatogramas para uma amostra de 5umol/L
para cada analito de interesse, em ambos 0s detectores e pode-se observar a
maior sensibilidade (~ 300 vezes) e seletividade do detector de fluorescéncia,

sendo este o selecionado para a validacdo do metodo.
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FIGURA 4.7: Cromatogramas da separacdo da resorufina 5umol/L (1) e da 7-etoxiresorufina
5umol/L (2) em diferentes detectores. (A) UV-vis: 254 nm e (B) lexc: 530 € Aem: 582 nm.
Volume de Inje¢do: 100 pL. Coluna C18 Luna (10pum, 10 x 0,46 cm d.i). Fase Movel:
MeOH/Tampéo KH,PO,4 (10 mmol/L; pH 2,5) (50:50). Vazéo: 1,0 mL/min. Temperatura de
35°C.

4.4. VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA A
DETERMINACAO DE RESORUFINA NA PRESENCA DE SEU
SUBSTRATO, A 7-ETOXIRESORUFINA

Com as condicdes cromatograficas estabelecidas para a
quantificacdo da resorufina em fracBes microssomais, 0 método analitico foi
validado de acordo com o protocolo proposto pelo FDA® e pela ANVISA® para
métodos bioanaliticos. As figuras de mérito analitico avaliadas foram:
seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo, recuperacdo, limites de

quantificacdo e deteccao.

4.4.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se analises de
amostras de microssomas livre do analito (microssoma branco), com andlises da

matriz biolégica fortificada com os analitos. Os cromatogramas estéo
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apresentados na Figura 4.8 e mostra a seletividade para o analito de interesse,

ndo apresentando interferentes para 0 composto que se deseja quantificar.

(A) (B)
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FIGURA 4.8: Cromatograma obtido do microssoma branco fortificado com 100 pmol/L da
7-etoxiresorufina (2) (A) e do microssoma fortificado com 0,64 umol/L de resorufina (1) e
100 pmol/L da 7-etoxiresorufina (2) (B). Coluna C18 Luna (10 x 0,46 cm d.i.). Fase Mdvel:
tampdo KH,PO4 (10 mmol/L; pH 2,5):MeOH (50:50). Vazéo de 1,0 mL/min; volume de
injecdo: 50 uL; Aexc: 530 € Aem: 582 nm. Temperatura de 35°C.

4.4.2. Linearidade

Os intervalos de concentracdo utilizados na curva de calibragao
foram selecionados de acordo com a faixa de concentracdo reportada na
literatura para a anélise de resorufina.'®*%

A curva de calibracdo foi obtida em funcdo das areas das bandas
cromatograficas, relativas as seguintes concentracgdes: 0,0200; 0,0400; 0,0800;
0,160; 0,320; 0,640; 1,28 e 2,56 umol/L, em triplicata. As amostras foram
preparadas em microssomas inativos, na presenca de substrato (7-
etoxiresorufina) e NADPH e foram injetadas 50 pL. A curva analitica foi obtida
através de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e esta

apresentada na Figura 4.9.
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FIGURA 4.9: Curva analitica para a quantificacdo de resorufina (n=24)

A curva analitica foi linear na faixa de 0,0200-2,56 umol/L para a
resorufina. O coeficiente de correlacdo linear (r) obtido para a curva de
calibracéo foi de 0,999, com precisao e exatiddo menores que 15% para todas as
medidas.

As figuras de mérito avaliadas foram realizadas com amostras
controles de qualidade preparadas em replicata (n=5), em trés diferentes
concentracdes (baixa, media e alta), em relacdo as concentracdes da curva de
calibracéo para a resorufina:

e Concentracdo Baixa: 0,0240 pmol/L;
e Concentracdo Media: 1,024 pmol/L;
e Concentracdo Alta: 2,048 pmol/L;

4.4.3. Precisdo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo intradia e interdia do método foram
avaliadas analisando-se replicatas (n=5) dos trés controles de qualidade, em um

mesmo dia e em dias ndo consecutivos.
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A precisdo das replicatas dos compostos apresentou coeficientes de
variacdo entre 1,70 e 12,3. Os valores de exatiddao variaram entre 92,6 e 113%
das concentracdes nominais. Portanto, todos os valores com variabilidades

menores que 15%.%%°

TABELA 4.2: Exatidao (%) e precisdo (CV%) intradia e interdia, para a analise da resorufina
em fragcdes microssomais (n=5)

Concentracdo  1°dia (n=5) 2° dia (n=5) 3°dia (n=5) 3 dias (média)
(M) (n=15)

Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddio CV Exatiddo CV
%) ) %) % % ) (W) (%)

0,0240 926 11,1 106 123 951 470 979 925

1,024 110 5,50 111 5,40 113 7,40 111 6,10

2,048 108 560 105 240 113 1,70 109 3,23

A precisdo e exatiddo do método foram também avaliadas, atraves
do teste cego, onde foram analisadas amostras de concentracdes de resorufina
desconhecidas ao analista. Os resultados obtidos estdo apresentados na
TABELA 4.3 e também estdo de acordo com os critérios de aceitacdo para o

meétodo.

TABELA 4.3: Precisdo e exatiddo obtidas no teste cego da resorufina em fracOes
microssomais (n=3).

Analito Concentracéo Precisdo (CV) Exatiddo
(mol/L) (%) (%)
Amostra 1 0,40 2,31 113
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4.4.4. Recuperacdo

Os percentuais de extracao para a resorufina, em cada concentracéo,
foram calculados pela razdo entre o valor médio das areas encontradas nas
amostras preparadas em microssoma (n=5) com os resultados das amostras
preparadas com o sobrenadante da matriz fortificada (n=5). Os resultados estéo
apresentados na Tabela 4.4.

A recuperacdo mostrou ser precisa para a extracdo de resorufina nas

trés diferentes concentracdes analisadas.

TABELA 4.4: Eficiéncia de extracdo obtida para as amostras controle de qualidade da
resorufina (n=5)

Resorufina (umol/L) Recuperacgéo (%)
0,0240 98,0+47
1,024 103+£1,5
2,048 100 £ 6,0

4.4.5. Limites de Quantificacédo e Deteccéo

O limite de quantificacdo foi determinado por meio da anélise de
amostras contendo concentracfes decrescentes do analito até que os valores de
precisdo e exatiddo de amostras extraidas (n=3) estivessem no intervalo de 15 -
20% de variabilidade, enquanto que o limite de deteccéo foi calculado obtendo-
se um sinal trés vezes maior que o ruido do detector. A Tabela 4.5 mostra os

limites de quantificacdo e deteccdo para o composto estudado.
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TABELA 4.5: Limites de quantificacdo e deteccdo para resorufina em fragcbes microssomais
(n=3).

Analito Limite de Quantificacao Limite de Deteccao
(umol/L) (umol/L)
Resorufina 0,020 0,010

4.5. APLICACAO DO METODO: ATIVIDADE
ENZIMATICA PARA FRACOES MICROSSOMAIS EXTRAIDAS DE
FIGADOS DE RATOS WISTAR

O método desenvolvido e validado foi aplicado para verificar a
atividade enzimatica de fracdes microssomais extraidas de figados de ratos,
através da concentracdo de resorufina produzida (Tabela 4.6) (Figura 4.10). A

atividade enzimética obtida para 2 mg/mL de proteina foi de 4,00 pmol/min/mg.

TABELA 4.6: Atividade enzimaética das fragdes microssomais obtidas a partir de figados de
ratos Wistar, com emprego da ultracentrifugacédo

Concentracéo Precisdo (CV)  Concentracdo  Atividade Enzimaética

Proteica (%) pumol/L (pmol/min/mg
(mg/mL) proteina)
2,0 14,4 0,04 4,00
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FIGURA 4.10: Cromatograma obtido do microsssoma branco fortificado com 100 pmol/Lde
7-etoxiresorufina (2) (A); da incubacdo in vitro da etoxiresorufina para a producdo da
resorufina (1), com 100 pg de proteina (B). Coluna C18 Luna (10 x 0,46 cm d.i.). Fase
Moavel: tampdo KH,PO, (10 mmol/L; pH 2,5):MeOH (50:50). Vazéao de 1,0 mL/min; volume
de injegdo: 50 puL; Aexc: 530 e Aem: 582 nm. Temperatura de 35°C.

45.1. Otimizagdo da  concentracdo  proteica  para

acompanhamento da estabilidade das fracdes microssomais

A incubacdo in vitro da 7-etoxiresorufina foi realizada conforme
procedimento descrito em 3.7.1, p. 49 avaliando-se diferentes concentracdes
protéicas, para que se pudesse avaliar a concentracdo Otima a ser utilizada nos
ensaios. As concentracdes proteicas avaliadas foram 2,0; 4,0; 6,0 e 10 mg/mL
para ambos o0s procedimentos de extracdo realizados. Os valores da
concentracdo de resorufina produzida e a atividade enzimatica para cada

concentracdo estdo na Tabela 4.7.
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TABELA 4.7: Atividade enzimatica para as diferentes fracbes microssomais obtidas, por
agregacdo de célcio e ultacentrifugacdo, avaliada em diferentes concentracGes proteicas e
utilizando 7-etoxiresorufina como substrato.

Concentracao Ultracentrifugacao Agregacao com CacCl,
Proteica __ __

Concentracéao Atividade Concentracao Atividade

(mg/mL) _ L : L
Resorufina Enzimatica Resorufina Enzimatica

(umol/L) (pmol/min/mg) (umol/L) (pmol/min/mg)

2,0 0,04 4,00 (LQ | -

4,0 0,173 17,3 0,164 16,4

6,0 0,206 20,6 0,224 22,4

10,0 0,264 26,4 0,277 27,4

Pode-se observar que as fracbes microssomais, independente do

modo de extragdo adotado, na sua maioria, mostraram atividades enzimaticas

similares, com excec¢do para os resultados encontrados para a concentracéo

proteica de 2 mg/mL, onde a matriz biologica obtida através de agregacao

com CacCl, ndo produziu quantidade suficiente de resorufina que pudesse ser

quantificada. A Figura 4.11 mostra a producdo de resorufina pelas fracoes

microssomais extraidas por ultracentrifugacdo e por adicdo de cloreto de

calcio.
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Ultracentrifugado Adicéo de CaCl,

@) )
400 400 4

mABS
mABS
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tempo (mim) tempo (mim)

FIGURA 4.11: Cromatogramas da resorufina (1) e 7-etoxiresorufina (2) obtido de fragdes
microssomais obtida de duas formas: ultracentrifugacéo e por adi¢do de cloreto de calcio e
ensaio in vitro com 10,0 mg/mL de concentracdo proteica. Coluna C18 Luna (10 x 0,46 cm
d.i.). Fase Movel: tampdao KH,PO, (10 mmol/L; pH 2,5):MeOH (50:50). Vazédo de 1,0
mL/min; volume de injegéo: 50 pL; Aexc: 530 € Aem: 582 nm. Temperatura de 35°C.

4.5.2. Estabilidade das Fracdes Microssomais

A estabilidade de ambas as fragdes microssomais extraidas foram
acompanhadas pelo metabolismo in vitro da 7-etoxiresorufina conforme descrito
na secdo 3.7.1 p. 49, com o intuito de averiguar a atividade enzimatica destas
matrizes bioldgicas armazenadas a -80°C e, adicionalmente, o tempo de
estabilidade da matriz no tampé&o de armazenamento selecionado.

O grafico da Figura 4.12 mostra a estabilidade das duas fracdes

microssomais durante um periodo de 90 dias.
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FIGURA 4.12: Gréafico da estabilidade das fragdes microssomais extraidas por
ultracentrifugacéo e por agregacdo com cloreto de calcio no decorrer de 90 dias.

Pelo grafico da Figura 4.12, verifica-se que a producdo de
resorufina se manteve praticamente constante no decorrer dos dias, uma vez que
ndo se observou diferenca estatistica pelo teste t, ao nivel de confianca de 95%.
Desta forma, a estabilidade de ambos os microssomas extraidos foi mantida
durante 90 dias, quando armazenados a -80 °C.

Para 0os microssomas obtidos por ultracentrifugacdo a média de
atividade no decorrer de 90 dias foi 25,5 pmol/min/mg de proteina, enquanto
que microssomas recem extraidos apresentaram uma atividade de 26,4
pmol/min/mg de proteina, assim, verificou-se que apdés 3 meses de
armazenamento, as fragcbes microssomais perderam apenas 4% da sua atividade
enzimatica. Para 0s microssomas obtidos por adi¢éo de cloreto de calcio a média
de atividade encontrada foi de 27,3 pmol/min/mg de protéina contra 27,4
pmol/min/mg de proteina encontrada para amostras recém preparadas,
demonstrando que a atividade enzimética permaneceu inalterada.

Embora os microssomas extraidos com adicéo de cloreto de célcio
indicaram ter uma estabilidade maior quando armazenados a -80°C, os
microssomas obtidos por ultracentrifugacdo apresentam a vantagem de serem

84



Resultados e Discussoes - Capitulo I

obtidos em maior concentragdo proteica. Por essa razdo, todos os estudos foram

realizados com microssomas obtidos por.ultracentrifugacao.
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4.6. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
PARA A DETERMINACAO DOS METABOLITOS DO ALBENDAZOL
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA MULTIDIMENSIONAL

4.6.1. Colunas RAM-BSA

A andlise e quantificacdo de farmacos nos mais diversos fluidos
biolégicos é muito importante para a compreensdo do comportamento
farmacocinético e farmacodinamico desses compostos. Dentro deste contexto,
uma das maiores dificuldades no desenvolvimento dos métodos de analise reside
no desafio de obter uma amostra em condigdes adequadas de ser analisada, a

qual deve estar livre de compostos interferentes e endogenos, os quais alem de
prejudicarem as analises, também podem danificar as colunas cromatogréaficas.

Assim, uma das etapas mais importantes na analise de farmacos em
fluidos bioldgicos € o seu pré-tratamento.

As colunas de acesso restrito recobertas com proteinas, em especial
aquelas recobertas com albumina sérica bovina (RAM-BSA), mostraram
excelentes resultados para a injecdo direta de amostras bioldgicas, quando

86,89,109-111

acopladas tanto com colunas analiticas aquirais quanto com colunas

87.88.90.112-115 »om os mais diversos analitos e matrizes.

analiticas quirais

No presente trabalho foram selecionadas para uso as colunas RAM-
BSA, devido a facil disponibilidade comercial da albumina sérica bovina, seu
baixo custo e principalmente, devido as suas propriedades fisico-quimicas, as
quais permitem a utilizacdo dessas colunas em varias condi¢cdes cromatograficas
no modo reverso de eluicdo, 0 que é uma vantagem quando se trabalha com
injecdo direta de amostras bioldgicas.™®

As fases hidrofdbicas selecionadas para o presente trabalho foram
Cg, Cyg, Ciano e Fenil, uma vez que estas tém sido eficientemente empregadas

em diversos trabalhos®* %% (Figura 4.13).
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Estrutura Quimica
Fase Hidrofébica Coluna
—(CH,);CHj3 C8-BSA
(CHp)17CH;, C18-BSA
(CHa)s Fenil-BSA
(CH,):CN Ciano-BSA

FIGURA 4.13: Fases hidrofobicas recobertas com albumina sérica bovina (RAM-BSA).

4.6.2. Preparo das colunas RAM-BSA

As colunas RAM, do tipo hidrofobica imobilizada com albumina
sérica bovina (RAM-BSA) foram preparadas em trés etapas de acordo com
protocolo descrito por MENEZES & FELIX* (Figura 4.14).

Etapa 3

e I B

FIGURA 4.14: Etapas de preparagdo das colunas RAM-BSA.
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Inicialmente a coluna foi condicionada com tampao KH,PO, (0,05
mol/L; pH 6,0) e, na sequéncia, albumina sérica bovina (BSA) foi imobilizada in
situ na fase hidrofébica através de cromatografia frontal.

Apbs a imobilizacdo da BSA, esta foi reagida com uma solucgéo de
glutaraldeido (25% v/v). A reacdo dos grupos aminas livres da albumina com o
glutaraldeido resultaram na formacdo de iminas e, consequentemente, geraram
ligagdes intercruzadas entre aloumina sérica bovina e o glutaraldeido.

Em seguida, para se evitar uma possivel hidrolise da dupla ligacéo
da base de Schiff e evitar que o0s grupos aldeidos residuais reajam
posteriormente com compostos analisados na coluna, esses grupos foram
reduzidos com uma solucdo de boroidreto de sddio. Apos duas horas, as colunas
foram eluidas com agua durante 1 h e guardadas na geladeira até o0 momento do
uso. A Figura 4.15 ilustra as reacdes envolvidas no preparo das colunas RAM-
BSA.

A reacdo de intercruzamento da proteina com glutaraldeido, seguida
da reacdo de reducdo com boroidreto de sodio, é necessaria uma vez que fornece
as colunas maior estabilidade e durabilidade, isto porque o intercruzamento evita
a perda de proteina, que pode acontecer quando esta se encontra apenas

imobilizada na superficie do suporte.
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(1) — N=C—
B>y —— D N=—(@HancHo

N >
BSA adsorvida H> C(CH2)3C~H
na fase hidrofdbica Glutaraldeido

> N=ccHsC NG

H H

o : : : 2b 5 i
e B L gpon Lot — LcHaNHG
: \H NaBH; / H,0 : : : :

P
H

FIGURA 4.15: Sequéncia de reacdes para a estabilizacdo da BSA imobilizada: (1) formacéo
das bases de Shiff entre BSA e glutaraldeido; (2a) e (2b) reducédo das bases de Schiff e dos
grupos aldeidos residuais.

4.6.3. Exclusdo das proteinas microssomais pelas colunas
RAM-BSA

Baseado em trabalhos realizados no grupo para plasma humano®”

89,113,114 86,110

, plasma bovino™®, leite bovino e ovos de galinhas'™, onde se
investigou a eficiéncia de excluséo proteica pelas colunas RAM-BSA, o método
de BRADFORD® foi também utilizado para avaliar a performance de exclusao
de proteinas microssomais pelas colunas RAM-BSA do tipo Cg-BSA, C15-BSA,
ciano-BSA e fenil-BSA preparadas no presente trabalho.

A eficiéncia do poder de exclusdo das proteinas microssomais (3,8
mg/mL) pelas colunas RAM-BSA preparadas, foi considerada em fungdo da
recuperacao proteica.

A recuperacdo proteica foi calculada atraves das absorbancias (596
nm) do complexo corante-proteina das solucbes referéncia de fracGes
microssomais comparadas com as absorbancias das fracdes de microssomas

eluidas das colunas RAM-BSA. As solugdes referéncia de microssomas
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consistiram de aliquotas de microssomas (50, 100 e 200uL) diluidas em 5,0 mL
de &gua. Essas solucBes referéncia forneceram a quantidade total de proteinas
presentes nos microssomas (100%), tendo em vista que foram obtidas sem
passar pelas colunas extratoras.

Na Figura 4.16, os espectros de ultravioleta ilustram a sensibilidade
do método, para diferentes volumes de injecdo de microssomas e,
consequentemente, diferentes concentracdes de proteinas, enquanto a Figura
4.17 ilustra os espectros de absorbancia de duas fragdes de 200 puL, uma coletada
a partir da coluna RAM e a outra sendo a amostra de referéncia. O espectro do

corante sdo mostrado em ambas figuras.

——CBB
—50mL
2,0 —100 mL
200 mL

Absorbancia

0,5

0,0

T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.16: Espectros obtidos da reacdo do corante CBB com proteinas microssomais
eluidas da coluna extratora RAM-C18-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.) (100 A, 10 um). Espectros do
Corante CBB com &gua e CBB complexado com proteinas de 50 pL; 100 uL e 200 uL de
fragdo microssomal.
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——CBB
—— Solucéo Referéncia
2 1° Fragéo Eluida

Absorbancia

N

T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.17: Espectros obtidos da amostra referéncia e da fragdo coletada da coluna
extratora RAM-C18-BSA (5 x 0,46 cm d.i.) (100 A, 10 um). Espectros do Corante CBB com
agua; CBB complexado com proteinas de 200 uL da solucao referéncia e CBB complexado
com proteinas de 200 uL da 1° fracdo eluida da coluna (0-5 min).

Os espectros do corante apresentados (Figura 4.16 e 4.17) permite
visualizar que quando este se encontra na presenca de proteinas microssomais as
bandas 470 e 650 nm do corante sdo deslocadas e ha um aumento da
absorbancia na regido de 596 nm.

Outro aspecto importante € que 0 espectro correspondente a
amostra da segunda fracdo eluida da fracdo microssomal (5-10 min) complexada
com o corante é muito similar ao espectro do proprio corante (Figura 4.18). Isto
sugere, qualitativamente, a auséncia de proteinas nesta fracdo que foi coletada
apos 5 min de eluicdo e pode ser confirmada pelo célculo das porcentagens de

exclusdo das proteinas pelas colunas extratoras (Tabela 4.8).
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——CBB
—— 2° Fragdo eluida

0,7

Absorbancia

0,0

T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.18: Comparacdo entre 0s espectros do corante-proteina da segunda fracdo de
microssomas eluido pela coluna extratora RAM-C1g-BSA (100 A, 10 pm) (5-10 min) e do
corante CBB com 4agua. VVolume de injecéo: 200 uL

A Figura 4.19 e a Tabela 4.8 ilustram as porcentagens de excluséo,

em funcdo dos volumes de injecdo, entre as colunas extratoras do tipo RAM-

BSA.
100 "
%0 4 WCB-BSA
80 4 i i —  OCI8-BSA
70 - B Ciano-BSA
60 - @Fenil-BSA
50
40 -+
30 +
20 -
10 | i | is

% de Exclusdo

50 100 4L 200
Volume de Injegdo

FIGURA 4.19: Porcentagens de proteinas microssomais excluidas das colunas RAM-BSA
utilizando &gua como fase maével, na primeira fragdo eluida de (0-5 min).

95



Resultados e Discussoes — Capitulo 11

TABELA 4.8: Porcentagens de proteinas microssomais excluidas das colunas RAM-BSA,
utilizando agua como fase mdvel, na primeira fracdo eluida (0-5 min) e respectivos
coeficientes de variagdo das injegoes.

Volume de Fracdo Microssomal Injetado na Coluna
Coluna 50 pL 100 pL 200 pL
Média CV(%) Media  CV(%) Media CV(%)

~ CyBSA 955 116 927 120 961 0,670
CxBSA 932 0840 929 178 978 126
Ciano-BSA 938 0700 953 0590 928 0,770
Fenil-BSA 966 218 987 118 980 0,700

Os resultados porcentuais obtidos para as quatro colunas RAM-
BSA (Tabela 4.8) demonstraram que estas fases possibilitam a excluséo das
proteinas presentes nas fracbes microssomais, onde a média de exclusdo obtida
foi de 95%, nos cinco primeiro minutos de anélise e as segundas fracOes
coletadas (5-10 min) ndo indicaram a presenca de proteinas.

A Figura 4.20 mostra os perfis cromatograficos das exclusdes
proteicas das fracOes microssomais, usando as quatro colunas RAM-BSA
preparadas e agua como fase movel, com vazao de 1,0 mL/min, medidos a 280

nm por ser 0 maximo de absorbancia das proteinas microssomais.
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FIGURA 4.20: Cromatogramas dos perfis de eluicdo da fracdo microssomal nas colunas
RAM-BSA. Fase Movel: agua; vazdo: 1,0 mL/min; A=280 nm; volume de injecdo: 200uL.

Com a exclusdo proteica obtida para as fases imobilizadas com
BSA, pode-se inferir que as colunas RAM-BSA mostraram ser satisfatdrias no
que diz respeito a sua utilizagio como colunas extratoras para O
desenvolvimento de métodos analiticos por cromatografia liquida com injecao

direta de fragcGes microssomais.

4.7. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
PARA A DETERMINACAO DOS METABOLITOS DO ABZ

Para o desenvolvimento do método, primeiramente avaliou-se

diferentes fases estacionarias em diferentes fases moveis com intuito de se obter

97



Resultados e Discussoes — Capitulo 11

a seletividade desejada para os compostos de interesse: albendazol (ABZ),
albendazol sulféxido (ABZ-S0O), albendazol sulfona (ABZ-SO,) e albendazol 2-
amino-sulfona (ABZ-SO,NH,).

A primeira fase estaciondria avaliada foi uma coluna C18 Hypersil
(5um, 15 x 0,46 cm) utilizando-se MeOH/Agua (40:60) como eluente. O
resultado obtido mostrou uma coelui¢cdo do ABZ-SO e ABZ-SO,, enquanto que
0 ABZ-S0O,-NH, apresentou um tempo de retencdo muito elevado e 0 ABZ nao
eluiu da coluna durante os 80 minutos de analise com essa fase mével (Figura
4.21A). Como alternativas, aumentou-se a forca da fase movel para
MeOH/Agua (60:40) e adicionou-se 0,5% de &cido acético (HAc) a
mesma‘'"**®, Outros aditivos foram também testados como o uso de &cido
trifluoracético e acido fosférico®, porém nenhum deles apresentaram resultados
satisfatorios.

A seletividade entre ABZ-SO, e ABZ-SO melhorou
significativamente com o emprego de um aditivo acido, porém os tempos de
retencdo ainda ndo estavam adequados, uma vez que o ABZ apresentava um

fator de retencéo (k) muito elevado (Figura 4.21 B).

(A) (B)

204

mABS
mABS

0 30 60 0 10 2
tempo (mim) tempo (min)

FIGURA 4.21: Cromatogramas da separa¢ao do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2) e ABZ-SO,NH,
(3). Coluna C18 Hypersil (5pum, 15 x 0,46 cm). Fase Movel: (A) MeOH/Agua (40:60); (B)
MeOH/Agua (60:40) + 0,5% HAc, Vazdo: 1,0 mL/min e A: 290 nm.
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Observou-se que com 0 aumento da concentragdo de HAc ou com a
adicdo de um aditivo bésico, como a trietilamina (TEA), favorecia-se a
diminuicédo da retencdo do ABZ. A Figura 4.22 ilustra dois cromatogramas com
emprego de MeOH/Agua (60:40) com a adi¢do 1% de HAc (A) e com a adicio
de 1% de trietilamina (TEA) (B).

(A) (B)

404 100 4 1,2e3

2

204 50
4
3
4

T T T T T T d
0 40 80 0 2 4 6 8 10
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mABS

tempo (min) tempo (min)

FIGURA 4.22: Cromatogramas da separacao do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2) e ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4). Coluna C18 Hypersil (5pum, 15 x 0,46 cm). Fase Movel: (A) MeOH/Agua
(60:40) + 1%HAC; (B) MeOH/Agua (60:40) + 1% TEA. Vazdo: 1,0 mL/min e A: 290 nm.

Pode-se observar (Figura 4.22 A-B) que a substituicdo do aditivo de
HAc por TEA ocasionou uma significativa redugdo do tempo de retencdo do
ABZ, sendo que este passou de 70 para cerca 8 min. No entanto, houve também
uma perda de seletividade para a determinacdo de ABZ-SO, ABZ-SO, e ABZ-
SO,NH, (Figura 4.22 B)

Com esses resultados optou-se por também realizar uma mistura de
diferentes proporcdes de HAc e TEA, a fim de se obter a seletividade e tempo de
retencdo adequados, porém nenhuma das possibilidades testadas mostrou-se
eficiente para separacdo simultanea dos analitos de interesse. A Figura 4.23
mostra um cromatograma onde foi avaliado MeOH/Agua (60:40) + 1% HAc +
1% TEA.
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FIGURA 4.23: Cromatogramas da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2), ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4). Coluna C18 Hypersil (5um, 15 x 0,46 cm). Fase Mével: (A) MeOH/Agua
(60:40) + 1% HAc + 1% TEA. Vazao: 1,0 mL/min e A: 290 nm.

Outras duas fases estacionarias foram também avaliadas com adi¢édo
de HAc e TEA e suas misturas: a coluna Ciano Nucleosil (10um, 15 x 0,46, cm
d.i) e a coluna Hexilfenil Luna (10um, 15 x 0,46 cm d.i.). A Figura 4.24 mostra

a melhor condicdo cromatogréafica obtida em cada uma delas.

(A) (B)

100 4
1204 1,2,3e4 1

50 4

mABS
mABS
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0 5 10 0 5 10 15 20
tempo (min) tempo (min)

FIGURA 4.24: Cromatogramas da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2) e ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4). (A) Coluna Ciano Nucleosil (10um, 15 x 0,46 cm d.i). Fase Movel:
MeOH/Agua (50:50) + 4% HAC + 0,01% TEA e em (B) Coluna Hexilfenil Luna (10pm, 15 x
0,46 cm d.i.). Fase Movel: MeOH/Agua (50:50) + 2% HAc. Vazdo: 1,0 mL/min e A: 290 nm.
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Pelos varios resultados negativos obtidos, concluiu-se que a coluna
ciano ndo é uma boa escolha para a separacdo dos compostos de interesse,
mesmo fazendo uso de diferentes porcentagens dos aditivos acido e basico na
fase movel (Figura 4.24 A). Ja a coluna hexilfenil (Figura 4.24 B) se mostrou
bastante eficiente para a separacdo desejada, porém as bandas cromatograficas
mostraram elevados fatores de assimetria (As) para a analise destes compostos.

Com intuito de se obter a seletividade desejada, com tempos de
retencdo adequados e boa simetria das bandas, avaliou-se ainda uma coluna
Fenil Hypersil (5um, 15 x 0,46 cm d.i.), fazendo uso das melhores condicbes
cromatograficas conseguidas para a coluna Hexilfenil. A separacédo

cromatografica obtida esta apresentada na Figura 4.25.

1204 2

60 1 3

mABS

tempo (min)

FIGURA 4.25: Cromatograma da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2) e ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4). Coluna Fenil Hypersil (5um, 15 x 0,46 cm d.i.). Fase Mdvel: MeOH/Agua
(50:50) + 2% HAc. Vazéo: 1,0 mL/min e A: 290 nm.

A Figura 4.25 ilustra a eficiéncia cromatografica da coluna Fenil
em separar 0 ABZ, ABZ-SO, ABZ-SO, e ABZ-SO,NH,, porém entre dias, a
seletividade e os fatores de retencdo ndo eram reprodutiveis, 0 que apontou para
a necessidade de também conduzir um estudo da influéncia da temperatura,

paralelamente a concentracdo de acido acético, tendo em vista que estes
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compostos sdo ionizaveis e facilmente influenciados por estes dois fatores
(Figura 4.26).

300

200 4

mABS

100 - 3e4

tempo (min)

FIGURA 4.26: Cromatograma da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2) e ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4). Coluna Fenil Hypersil (5um, 15 x 0,46 cm d.i.). Fase Mdvel: MeOH/Agua
(50:50) +2% HAc. Vazao: 1,0 mL/min e A: 290 nm.

Avaliaram-se as porcentagens de 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 % de HAc
nas temperaturas de aproximadamente 23° (temp. ambiente); 30; 35; 40; 45 e

50°C, conforme ilustrado nas Figuras 4.27 e 4.28.
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FIGURA 4.27: Cromatogramas da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2), ABZ-SO,NH
(3) e ABZ (4). Coluna Fenil Hypersil (Sum, 15 x 0,46 cm d.i.). 1,0 mL/min e A: 290 nm.°
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FIGURA 4.28: Cromatogramas da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2), ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4). Coluna Fenil Hypersil (5um, 15 x 0,46 cm d.i.). Fase Movel:
MeOH/Agua/HAc (50:49,05:0,5). 1,0 mL/min e A: 290 nm.

Os cromatogramas da Figura 4.27 mostram a influéncia da
porcentagem de HAc na resolucdo entre as bandas cromatograficas do ABZ e
ABZ-SO,NH,. Pode-se observar que quanto maior a porcentagem do &cido,
menor € a resolucéo das bandas cromatogréaficas.

Na anélise da influéncia da temperatura (Figura 4.28), observa-se

que este parametro também influencia significativamente na resolucéo do ABZ e
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ABZ-SO,;NH,, ou seja, quanto maior a temperatura da coluna maior a resolucao
destes dois compostos. Ja para a separacdo do ABZ-SO e ABZ-SO, observa-se 0
comportamento contrario, onde, quanto maior a temperatura menor é a resolucao
destes dois metabolitos. Isso mostra que a ionizagdo dos compostos e a
diminuicdo da viscosidade com aumento da temperatura influenciam
diferentemente os compostos analisados.

A partir dos resultados obtidos, optou-se por trabalhar com a
condicdo cromatografica de MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5) como eluente, na
temperatura de 37°C e a coluna analitica passou a ser empregadas no modo

multidimensional de analise.

4.8. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
POR CLAE MULTIDIMENSIONAL PARA A DETERMINACAO DOS
METABOLITOS DO ABZ EM FRACOES MICROSSOMAIS

Em CLAE, a Cromatografia Multidimensional é utilizada através
do acoplamento de duas ou mais colunas, com mecanismos de separacéo
diferentes. As colunas sdo escolhidas em funcdo das propriedades dos
compostos a serem analisados. Este tipo de cromatografia tem sido muito
utilizado para a extracdo on-line de amostras em matrizes bioldgicas.™™

Ha& trés maneiras predefinidas para a utilizacdo de Cromatografia
Multidimensional:

» On-line: Consiste na utilizagdo de duas ou mais colunas interligadas por
valvulas;

= In-line: € a utilizacdo de duas ou mais colunas sem ligacGes com
valvulas, similar a utilizacdo de uma ou mais pré-colunas no sistema;

= Off-line: é sempre a ultima escolha, quando ndo se consegue ajustar as

condicbes para um sistema com colunas acopladas. Separam-se
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inicialmente os compostos de interesse, coletam-se 0s mesmos, concentra-
se e injeta-se em um segundo sistema para analise.

Um estudo conduzido por ANDRADE et al*?® em leite bovino para
anélise de sulfametoxazol e trimetoprima, utilizou-se do acoplamento on-line
com o emprego de uma coluna RAM-C8-BSA para a exclusdo das proteinas, na
primeira dimensdao, e a quantificacdo foi realizada com um detector
amperomeétrico com eletrodo de diamnte dopado com boro, utilizando uma
coluna C8 na segunda dimensédo, como coluna analitica.

Outro exemplo do acoplamento on-line entre uma coluna extratora
e uma coluna quiral, cita-se a analise dos enantiémeros do lansoprazol® através
do acoplamento de uma coluna RAM-C8-BSA a uma coluna tris(3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose, onde foi possivel fazer a quantificacdo dos
enantiomeros do lansoprazol em plasma humano. Neste trabalho o plasma foi
injetado diretamente na fase de acesso restrito e as proteinas plasmaticas foram
excluidas no volume morto da coluna. Apos a exclusdo proteica, 0s compostos
foram transferidos para a coluna quiral e quantificados, sendo o acoplamento on-
line escolhido para o desenvolvimento do método.

Para o desenvolvimento de métodos para a analise de farmacos e/ou
metabolitos em fluidos biologicos através da cromatografia multidimensional
on-line, faz-se necessario a investigacdo e ajuste de varios parametros.
Inicialmente deve-se selecionar a fase movel adequada para que se obtenha as
melhores condigdes de exclusdo proteica, assim como, a exclusdo de compostos
interferentes. Posteriormente, deve-se avaliar a fase movel que sera utilizada na
extracdo das micromoléculas de interesse da coluna de acesso restrito, com um
adequado tempo de retencdo e finalmente, as condi¢cdes de vazdo e fase movel
relacionada a analise dos compostos de interesse na coluna analitica para, entéo,

ser realizada a analise multidimensional.
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Em analises envolvendo matrizes bioldgicas, no modo
multidimensional, o ideal é que a transferéncia do analito de interesse para a
coluna analitica ocorra em um menor tempo possivel, evitando a interferéncia de
compostos enddgenos. Além disso, quando as colunas RAM-BSA e analiticas
estdo acopladas, ocorre uma mistura das fases moveis que, dependendo do
tempo de acoplamento, pode influenciar a analise na coluna analitica.

Neste trabalho, primeiramente foram avaliadas a exclusdo das
proteinas das fragfes microssomais e a extracdo dos enantiomeros do ABZ-SO,
ABZ-S0O, e ABZ-SO,-NH,, nas colunas RAM-BSA preparadas (C8, C18, ciano
e fenil). A configuracdo do sistema cromatografico utilizado € a apresentada na
Figura 4.29, e as condicdes cromatograficas utilizadas estdo descritas na Tabela
4.9.

RAM

Descarte

|

FIGURA 4.29: Diagrama esquematico do sistema utilizado para determinar as condigdes
cromatograficas de exclusdo das macromoléculas e extracdo dos compostos de interesse das
fragbes microssomais.
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TABELA 4.9: Condicbes cromatogréficas utilizadas para a exclusdo proteica e eluicdo dos
analitos das colunas RAM-BSA selecionadas para o estudo.

Linha da | Tempo (min) Evento
Bomba
A 0,00 - 5,00 Excluséo das proteinas pela coluna RAM
selecionada

B 5,01 -20,00 | Eluicéo dos analitos retidos na coluna RAM-BSA
C 20,00 — 25,00 Limpeza da coluna RAM-BSA
A 25,00 — 30,00 Condicionamento da coluna RAM-BSA

Linha A: Agua 100%

Linha B: MeOH/Agua (50:50)

Linha C: MeOH/Agua/ISO (75:15:10)
Vazdo de 1,0 mL/min

A Figura 4.30 ilustra dois cromatogramas em diferentes colunas
RAM-BSA avaliadas para extracdo dos analitos.

200 4

50 -

mABS

100 4

mABS

0 — 1

T T T T T T T T T J T T T T T T T T T J
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
tempo (min) tempo (min)

FIGURA 4.30: Cromatogramas do tempo de acoplamento para a extragcdo dos analitos das
colunas RAM-BSA (5,0 x 0,46 cm). (A) Coluna RAM-C8-BSA e (B) RAM-Fenil-BSA

A Tabela 4.10 mostra os tempos de acoplamento de diferentes
colunas extratoras, ou seja, 0 tempo necessario para transferir todos os analitos
de interesse da coluna extratora, na primeira dimensdo, e transferi-los para a

coluna analitica.
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TABELA 4.10: Tempos de acoplamento para as diferentes RAM-BSA avaliadas

Colunas RAM-BSA Tempo de Acoplamento (min)
C8 (5,0 x 0,46 cm) 7,5-18,5

C18 (5,0 x 0,46 cm) 7,5-19,0

Ciano (5,0 x 0,46 cm) 6,5-12,5

Fenil (5,0x 0,46 cm) 7,0-125

Pela Tabela 4.10, verifica-se que todos os tempos de acoplamento
apresentam um amplo intervalo de tempo, 0 que pode prejudicar a separagédo
analitica com um tempo total de analise longo, causar um alargamento das
bandas cromatogréficas e ainda transferir para a coluna analitica interferentes,
que possam atrapalhar a quantificacdo dos compostos de interesse.

Como a coluna RAM-fenil-BSA foi uma das que mostrou o menor
tempo de acoplamento, optou-se por diminuir o tamanho desta coluna de 5,0
para 1,0 cm, com o objetivo de também diminuir o tempo de acoplamento entre
as colunas. Assim, observou-se que o tempo de acoplamento que era de 7,0-12,5
min para uma coluna de 5,0 cm diminuiu para 6,5-9,5 em uma coluna de 1,0 cm,

como mostra a Figura 4.31.%
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FIGURA 4.31: Cromatograma do tempo de acoplamento para a extracdo dos analitos das
colunas RAM-Fenil-BSA (1,0 x 0,46 cm)

Utilizando-se um sistema cromatografico multidimensional,
composto por duas bombas (Figura 4.32), acoplou-se a coluna RAM-Fenil-BSA
(1,0 x 0,46 cm d.i.) a coluna Fenil Hypersil (15,0 x 0,46 cm d.i.). A fase movel
utilizada na coluna analitica foi MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5).
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FIGURA 4.32: Diagrama do sistema multidimensional utilizado para o acoplamento das
colunas RAM-BSA e analitica. Posicdo 1: colunas ndo acopladas; Posicdo 2: colunas
acopladas.

O cromatograma obtido apos o acoplamento das duas colunas (6,5—

9,5 min) esta ilustrado na Figura 4.33.
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FIGURA 4.33: Cromatograma da separacdo do ABZ-SO, (1), ABZ-SO (2) e ABZ-SO,NH,
(3) e ABZ (4), com acoplamento das colunas RAM-Fenil-BSA (1,0 x 0,46 cm d.i.) e Fenil
Hypersil (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) Agua; (B) MeOH/Agua (50:50) e (C):
MeOH/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5). Vazdo de 1,0
mL/min; volume de injeg@o: 100 pL; Aexc: 290 € Aem: 320 Nm.

Pequenas alteracfes foram necessarias quando se passou da analise
das amostras preparadas em solvente para amostras preparadas em fracdes
microssomais e as condi¢cdes cromatograficas utilizadas estdo descritas na
Tabela 4.11.
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TABELA 4.11: Condic¢bes cromatograficas utilizadas, no sistema multidimensional, para a
exclusdo proteica e eluicao dos analitos da coluna RAM-Fenil-BSA (1,0 x 0,46 cm d.i.) e para
a andlise do albendazol e seus metabolitos na coluna Fenil Hypersil (15,0 x 0,46 cm d.i.).

Temperatura de 37°C.
Tempo Evento

(min)

BOMBA 1

0,00-5,00 FM: 100% Agua [exclusdo das proteinas pela coluna RAM-
Fenil-BSA (1,0 x 0,46 cm d.i.)]; vazdo de 1,0 mL/min

5,01-10,00 FM: MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5) (extracdo e transferéncia
dos compostos da coluna RAM-Fenil-BSA); vazdo de 1,0
mL/min

6,50-9,75 FM: MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5) [acopamento da coluna
RAM-Fenil-BSA com a coluna analitica]; vazdo de 1,0 mL/min

10,00-15,00 FM: MeOH/Agua/ISO (75:15:10) (limpeza da coluna RAM-
Fenil-BSA); vazao de 1,0 mL/min

15,00-25,00 FM: Agua 100% (condicionameto da coluna RAM-Fenil-BSA);

vazao de 1,0 mL/min

BOMBA 2

0,00-8,00 FM: MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5) [condicionamento da
coluna analitica Fenil Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.)];

8,00-25,00 FM: MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5) (analise do ABZ, ABZ-
SO,-NH,, ABZ-SO, e ABZ-SO), deteccdo fluorescéncia

excitacdo: 290 nm e emissé@o: 320 nm

Com estas condi¢des cromatograficas para a analise simultanea do
ABZ, ABZ-SO, ABZ-SO, e ABZ-SO,NH, avaliou-se a seletividade do
método desenvolvido, afim de se verificar a auséncia de interefentes

coeluindo com os analitos de interesse (Figura 4.34).
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FIGURA 4.34: Cromatograma obtido do microssoma branco, com acoplamento das colunas
RAM-Fenil-BSA (1,0 x 0,46 cm d. i.) e Fenil Hypersil (15 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A)
Agua; (B) MeOH/Agua (50:50) e (C): MeOH/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D):
MeOH/Agua/HAc (50:49,5:0,5). Vazdo de 1,0 mL/min; volume de injeg¢do: 100 pL; Aexc: 290
e Aem: 320 nm.

A Figura 4.34 mostra a falta de seletividade obtida com o método
desenvolvido e que a coluna RAM-fenil-BSA (1,0 x 0,45 cm) transferiu
conjuntamente alguns dos interferentes da fracdo microssomal. Diferentes fases
moveis e colunas extratoras e analiticas foram avaliadas neste tipo de
acoplamento com o objetivo de melhorar a seletividade do método, porém néo
se obteve sucesso. Desta forma, considerando-se o fato de que um dos
metabotitos do ABZ, o ABZ-SO é quiral, e que a investigacdo enantiosseletiva
do efeito da restricdo proteica no metabolismo in vitro seria importante, utilizou-
se as mesmas condicdes de analise previamente estabelecias por BELAZ et al.™*
para a determinacdo destes compostos em plasma bovino, através do emprego de
uma coluna quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

O cromatograma da Figura 4.35 mostra a determinacdo do ABZ e
seus metabdlitos, onde a analise cromatogréafica foi de 70 min, sendo o ultimo
analito o ABZ, mais retensivo devido as suas propriedades fisico-quimicas,

sendo este apolar.
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FIGURA 4.35: Cromatograma obtido da fracdo microssomal fortificada com 5,0 pg/mL
ABZ-SO,-NH; (1), 5 pg/mL do (+)-ABZ-SO (2), 5 pug/mL do (-)-ABZ-SO (3), 5,0 pg/mL
ABZ-SO; (4) e 5,0 ng/mL do ABZ com acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46
cm d. i.) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A)
tampdo KH,PO,4 (0,01 mol/L; pH 7,5); (B) tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN
(60:40) e (C): ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40). Vazdo de 0,5 mL/min; volume de injegdo: 200 uL; Aexc: 290 € Aem: 320 nm.

Para a diminuicdo do tempo total de anélise de 70 para 35 minutos,
0 método foi desenvolvido e validado somente na presenca dos metabolitos do
ABZ, sendo este eliminado durante a etapa de transferéncia dos analitos (Figura
4,36 A). A separacdo cromatografica multidimensional dos analitos esta

mostrado na Figura (4.36 B).

114



Resultados e Discussoes — Capitulo 11

(A) (B)

80 Metabolitos 124

60

40-

mABS
mABS

20

k Albendazol 2
o HN _

0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (mim) Tempo (mim)

FIGURA 4.36: Cromatograma obtido para a analise dos metabdlitos do ABZ em fragédo
microssomal. (A) matriz microssomal fortificada com analitos e andlise na coluna RAM-C8-
BSA (5,0 x 0,46 cm d. i.) para verificacdo do tempo de acoplamento e (B) fracdo microssomal
fortificada com 5,0 ug/mL ABZ-SO,-NH; (1), 5 pg/mL do (+)-ABZ-SO (2), 5 ug/mL do (-)-
ABZ-SO (3), 5,0 ug/mL ABZ-SO; (4) e analise total apds acoplamento das colunas RAM-
C8-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i.) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm
d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH,PQO, (0,01 mol/L; pH 7,5); (B) tampdo KH,PO, (0,01 mol/L;
pH 7,5):ACN (60:40) e (C): ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH,PO, (0,01
mol/L; pH 7,5):ACN (60:40). Vazédo de 0,5 mL/min; volume de inje¢ao: 200 pL; dexe: 290 €
Aem: 320 nm.

4.9. VALIDACAO DO METODO

Com as condi¢cbes cromatograficas estabelecidas para a
quantificacdo simultdnea dos metabdlitos do albendazol em fracdes
microssomais: ABZ-SO,-NH,, (+)-ABZ-SO, (-)-ABZ-SO e ABZ-S0O,, 0 método
analitico foi validado de acordo com o protocolo proposto pelo FDA® e pela
ANVISA* para métodos bioanaliticos. As figuras de mérito analitico avaliadas
foram as mesmas utilizadas anteriormente, sendo estas: seletividade, linearidade,

recuperacgéo, precisdo e exatiddo, limites de quantificacdo e deteccao.
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49.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se anéalises de
amostras de fracbes microssomais, livre dos analitos, com andlises da matriz
bioldgica fortificada com os analitos. Os cromatogramas estdo apresentados na
Figura 4.37 e mostra ser seletivo para as quatro bandas cromatograficas, ndo

apresentando interferentes para nenhum dos composto a ser quantificado.

. 1: ABZ-SO,-NH,

Microssoma Branco 2: (+)-ABZ-SO
41 3 3: ()-ABZ-SO
4: ABZ-SO,
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FIGURA 4.37: Cromatograma obtido do microssoma branco e do microssoma fortificado
com 5,0 pg/mL ABZ-SO,-NH; (1), 5 pg/mL do (+)-ABZ-SO (2), 5 pg/mL do (-)-ABZ-SO
(3), 5,0 ug/mL ABZ-SO, (4) , com acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d.
i.) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampéo
KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5); (B) tampao KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN (60:40) e (C):
ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN
(60:40). Vazao de 0,5 mL/min; volume de inje¢do: 200 uL; Aexc: 290 € Aem: 320 nm.

4.9.2. Linearidade

As curvas de calibracdo para o ABZ-SO,-NH,, (+)-ABZ-SO, (-)-
ABZ-SO e ABZ-SO, foram obtidas em funcdo das areas das bandas
cromatograficas, relativas as seguintes concentragdes: 5,00; 10,00; 15,00; 20,00;
30,00 e 40,00 nmol/L para o0 ABZ-SO,-NH,; 100,00; 200,00; 300,00; 400,00;
600,00 e 80,00; nmol/L para cada enantibmero do ABZ-SO e de 10,00; 20,00;
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30,00; 40,00; 80,00 e 160,0 nmol/L para o ABZ-SO,. As amostras foram
preparadas em fracGes microssomais, em triplicata, e foram injetados volumes
de 350 pL no sistema cromatografico. As curvas analiticas foram obtidas através

de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e estdo apresentadas na
Figura 4.38.
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FIGURA 4.38: Curvas analiticas para 0 ABZ-SO,-NH,, (+)-ABZ-SO, (-)-ABZ-SO e ABZ-
SO, (n=21 para cada curva analitica)

As curvas analiticas foram lineares nas faixas de 5,00 — 40,00
nmol/L para o ABZ-SO,-NH,, de 100,0 — 800,0 nmol/L para o (+)-ABZ-SO e
para o (-)-ABZ-SO e de 10,00 — 160,0 nmol/L para o ABZ-SO,.
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Os coeficientes de correlagdo linear (r) obtidos das curvas de
calibracdo foram acima de 0,98. A precisdo expressa pelos coeficientes de
variacdo (CV%) das triplicatas foram inferiores a 15%, e a exatiddo apresentou
um desvio menor que 15% do valor nominal de concentracdo em todas as
concentracdes da curva, exceto para o limite de quantificacdo, onde o desvio
encontrado foi de 15-20%.%%%°

As figuras de mérito avaliadas foram realizadas com amostras
controles de qualidade preparadas em quintuplicata, em trés diferentes
concentracdes (baixa, média e alta), em relacdo as concentracfes da curva de
calibracéo:

e Baixa: 6,000 nmol/L para 0 ABZ-SO,-NH,, 120,0 nmol/L para o (+)-
ABZ-SO, 120,0 nmol/L para o (-)-ABZ-SO e 12,00 nmol/L para o ABZ-
SO,

e Meédia: 18,00 nmol/L para o ABZ-SO,-NH,, 360,0 nmol/L para o (+)-
ABZ-SO, 360,0 nmol/L para o (-)-ABZ-SO e 72,00 nmol/L para o0 ABZ-
SO,

e Alta: 36,00 nmol/L para o ABZ-SO,-NH;, 720,0 nmol/mL para o (+)-
ABZ-SO, 720 nmol/L para o (-)-ABZ-SO e 144,0 nmol/L para o ABZ-
SO,

4.9.3. Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo intradia e interdias do método foram
avaliadas analisando-se quintuplicata dos trés controles de qualidade, em um
mesmo dia e em dias ndo consecutivos (Tabela 4.12).

A preciséo das replicatas dos compostos apresentou coeficientes de
variacdo entre 1,96 e 12,0 considerando-se os resultados obtidos para ABZ-
SO;NH,, (+)-ABZ-SO e (-)-ABZ-SO. Os valores de exatiddo variaram entre
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89,7 e 115% das concentracbes nominais. Portanto, todos os desvios foram

menores que 15%.

TABELA 4.12: Exatiddo (%) e precisdo (CV%) intradia e interdias, para a analise de ABZ-
SO,-NH; , (+)-ABZ-SO, (-)-ABZ-SO e ABZ-SO; (n=5) em microssomas

Concentracéo 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3°dia (n=5) 3 dias (média)
(nmol/L) (n=15)
Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV
%) ) %) %) () (%) (%) (%)
ABZ-S0,-NH,
6,00 115 138 114 292 111 10,7 113 9,14
18,0 115 1,96 112 7,37 113 1,50 113 3,61
36,0 114 113 102 6,03 103 554 106 7,62
(+)-ABZ-SO
120 115 5,36 113 6,51 115 10,7 114 7,52
360 113 753 112 947 115 106 113 9,20
720 115 5,88 105 7,14 102 5,594 107 6,19
(-)-ABZ-SO
120 101 120 926 560 89,7 448 944 7,36
360 105 848 948 945 99,7 960 998 9,18
720 106 6,84 933 733 927 504 973 6,40
ABZ-SO,
12,00 104 249 820 241 748 886 869 193
72,00 538 591 463 115 523 212 509 129
144.,0 50,8 391 434 460 434 145 459 3,32

Os valores das replicatas para ABZ-SO, apresentou coeficiente de

variacdo entre 1,45 e 24,9 e os valores de exatiddo entre 103 e 43,4 dos valores
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nominais, sendo estes considerados inadequados para a aceitacdo de um método
bioanalitico. Portanto, o0 método desenvolvido demonstrou ser preciso e exato
para a analise 0 ABZ-SO,NH,, (+)-ABZ-SO e para o (-)-ABZ-SO e ndo para o
ABZ-S0..

A precisdo e exatiddo do método foram também avaliadas, através
do teste cego para ABZ-SO,NH,, (+)-ABZ-SO e para o (-)-ABZ-SO onde foram
analisadas amostras de concentracdes desconhecidas ao analista. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 4.13, e todos estdo de acordo com 0s

critérios de aceitacdo para o método

TABELA 4.13: Precisdo e exatiddo obtidas no teste cego de ABZ-SO,-NH,, (+)-ABZ-SO,
(-)-ABZ-SO em amostras de microssoma (n=3).

Analito Concentracéo Preciséo (CV) Exatidao
(nmol/L) (%) (%)
ABZ-SO,-NH,

Amostra 1 224 8,13 114
Amostra 2 32 14,0 113

(+)-ABZ-SO
Amostra 1 448 7,32 93,9
Amostra 2 640 471 113

(-)-ABZ-SO
Amostra 1 448 453 85,3

Amostra 2 640 4.86 91,2

4.9.4. Recuperacao

Os porcentuais de eficiéncia de extracdo para os quatro analitos, em
cada concentracdo, foram calculados pela razdo entre o valor médio das areas

encontradas nas amostras preparadas em microssoma (n=5) com os resultados
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das amostras preparadas no sobrenadante (n=5), onde se utilizou o sobrenadante
do microssoma precipitado e depois fez-se a adi¢cdo da amostra correspondente.
Os resultados estéo apresentados na Tabela 4.14.

A eficiéncia de extracdo se mostrou precisa e exata para 0S
compostos nas trés diferentes concentracdes analisadas, exceto para 0 ABZ-SO,,
0 qual nédo se calculou a eficiéncia de extracdo, uma vez que ndo se obteve
exatiddo e precisdo no método. A precipitacdo de proteinas mostrou boas
recuperacdes e a coluna RAM-C8-BSA foi eficiente na extracdo dos analitos das

fracbes microssomais e na transferéncia destes para a coluna analitica.

TABELA 4.14: Eficiéncia de extracdo obtida para as amostras controle de qualidade do
ABZ-SO,-NHj, (+)-ABZ-SO e(-)-ABZ-SO (n=5)

Analito (nmol/L) Recuperacdo(%)
ABZ-SO,-NH,

6,00 66,5+4,3

18,0 72,7£4,0

36,0 72,5%7,4
(+)-ABZ-SO

120 65,1+6,7

360 73,317,8

720 74,616,2
(-)-ABZ-SO

120 82,0+4,4

360 81,14+2,2

720 74,5%3,3

121



Resultados e Discussoes — Capitulo 11

4.9.5. Limites de Quantificacdo e Deteccao

O limite de quantificacdo foi determinado por meio da andlise de
amostras contendo concentracdes decrescentes dos analitos até que os valores de
precisdo e exatiddo de amostras extraidas (n=3) fossem no intervalo de 15 - 20%
de variabilidade, enquanto que o limite de deteccdo foi calculado, obtendo-se
um sinal trés vezes maior que o ruido do detector. A Tabela 4.15 mostra 0s

limites de quantificacdo e deteccédo para 0s compostos estudados.

TABELA 4.15: ABZ-SO,-NH,, (+)-ABZ-SO, (-)-ABZ-SO e ABZ-SO, em fragdes
microssomais (n=3).

Analito Limite de Quantificacao Limite de Deteccao
(nmol/L) (nmol/L)
ABZ-SO,-NH, 5,000 2,500
(+)-ABZ-SO 100,0 50,00
(-)-ABZ-SO 100,0 50,00

4.10. PLANEJAMENTO FATORIAL DE EXPERIMENTOS

Uma das mais recentes subdivisdes da Quimica é a Quimiometria, a
qual consiste na aplicacdo de técnicas estatisticas a problemas quimicos. A
estatistica ndo é apenas uma anéalise de dados coletados, mas se baseia
principalmente no planejamento e na coleta desses dados. A esséncia de um bom
planejamento esta em projetar um experimento de forma que ele seja capaz de
fornecer exatamente o tipo de informag&o que se procura.'**

Em um experimento com duas varaveis quaisquer, 0 senso comum
diz para fixar uma das variaveis e variar a outra até um valor maximo. Depois,
mantendo uma delas no valor maximo encontrado, variar a outra até descobrir o
Otimo para esta também. Mas existe uma maneira mais simples de se fazer isso,

que seria variando todos os fatores ao mesmo tempo. A razéo para isso é que as
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varidveis podem influenciar mutuamente, e o valor ideal para cada uma delas
pode depender do valor da outra, ou seja, existe uma interacdo entre as variaveis.
Raras sdo as situacdes em que duas variaveis atuam de forma independente e
quanto maior o numero de variaveis maior sera a possibilidade de interacfes
entre elas.'*

Em geral, os planejamentos fatoriais sdo do tipo 2* (k fatores com 2
niveis). Um dos aspectos mais favoraveis deste tipo de planejamento é a
realizacdo de poucos experimentos. Vale ressaltar, que com um numero muito
reduzido de niveis ndo é possivel explorar de maneira completa uma grande
regido do espaco das variaveis. Entretanto, pode-se observar tendéncias
importantes para a realizacdo de investigacBes posteriores.'*!

Neste trabalho realizou-se um planejamento fatorial fracionario de
dois niveis, 2°* para verificar quais os fatores mais importantes no metabolismo
in vitro do ABZ e como eles interagem entre si.

A Tabela 4.16 mostra as variaveis selecionadas e seus respectivos
niveis estudados na realizacdo deste planejamento, foram realizados 16

experimentos de forma aleatoria, conforme apresentados na Tabela 4.14.

TABELA 4.16: Variaveis estudadas no planejamento fatorial 2%

Variaveis Niveis
(-) (+)
Tempo (min) 30 180
[Proteica] (mg/mL) y) 10
[NADPH] (mmol/L) 3 15
Tampao fosfato tris
[Tampé&o] (mmol) 10 100
pH 6,6 8,2
[MgCl,] (mmol/L 25 10
[ABZ] (mmol/L) 50 500
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TABELA 4.17: Planejamento fatorial fracionario 2% realizado

1 2 3 4 5 6 7 8
Exp. 1 2 3 4 123 124 234 1234
Tempo [Proteica] | [NADPH] Tampéo [Tampéo] pH [MgCl,] [ABZ]
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1
5 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
A Figura 4.39 mostra trés cromatogramas, os quais foram obtidos
durante a realizacdo do planejamento e ilustram as diferencas obtidas na
producdo dos metabdlitos do albendazol. A condicdo experimental do

experimento 3 mostrou uma maior producdo dos metabolitos do que no

experimento 1 e 2. Comparando-se as condigbes experimentais dos

experimentos 1 e 3 as diferencas encontradas deve-se ao tampéo utilizado, que

no experimento 1 foi o tampéo tris e no experimento 3 o tampéo fosfato em uma

concentracdo mais alta e também a concentracédo proteica que foi de 2,0 e 10,0

mg/mL, respectivamente (Tabela 4.18).
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Experimento 1
—— Experimento 2
— Experimento 3

(+)-ABZ-SO
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FIGURA 4.39: Cromatogramas do planejamento experimental realizado com trés diferentes
experimentos. Acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i.) e tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH,PO, (0,01
mol/L; pH 7,5); (B) tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN (60:40) e (C):
ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN
(60:40). Vazéo de 0,5 mL/min; volume de injegdo: 200 pL; Aexc: 290 € Aem: 320 nm.

TABELA 4.18: Condicdes experimentais para a realizacdo dos experimentos

Variavel Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
Tempo (min) 180 180 180
[Proteica] (mg/mL) 2,0 2,0 10,0
[NADPH] (mmol/L) 15 15 15

Tampao Tris Fosfato Fosfato
[Tampéo] (mmol/L) 10 10 100
pH 6,6 8,2 6,6
[MgCl;] (mmol/L) 2,5 10 2,5
[ABZ] (umol/L) 50 500 50

Na Tabela 4.19 sé&o mostrados os contrastes calculados e a interacéo
entre eles. Nota-se que para se obter maior producéo do (+)-ABZ-SO e do (-)-

ABZ-SO as variaveis tempo e concentracdo proteica sdo os fatores que mais
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influenciaram no metabolismo do ABZ e isso ocorreu de forma positiva, ou seja,
para se aumentar a producdo desses metabodlitos seria necessario aumentar 0s
niveis desses dois fatores.

Para o ABZ-SO, os fatores que mais influenciaram, para a sua
maior producéo, foram concentracéo proteica e a concentracdo do tampao, o que
também ocorreu de forma positiva.

Um caso importante a ser considerado foi a concentragdo de cloreto
de magnésio, o qual sua concentracédo influenciou negativamente para aumentar
a producdo do ABZ-SO,, tendo teoricamente sua concentracdo que ser fixada no
nivel -1. No entanto, quando observa-se a interacdo de duas variaveis,
tempo/[MgCl,], essa interacdo € positiva, isso significa que o tempo e a
concentracdo de cloreto de magnésio devem sempre estar no mesmo nivel, ou
seja, nivel +1 ou -1 para os dois fatores, portanto a concentracdo de cloreto de
magnésio foi fixada em +1, pelo fato da variavel tempo ter sido fixada em +1,
devido a sua forte infléncia na producéo do (+)-ABZ-SO e (-)-ABZ-SO.

Os dados com as conclus6es do planejamento estdo na Tabela 4.20.
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TABELA 4.19: Contrastes calculados utilizando planejamento fatorial 28*.

CONTRASTES PRINCIPAIS

(+)-ABZ-SO (-)-ABZ-SO ABZ-SO,

Tempo 27 18 -6
[Proteica] 29 22 14
[NADPH] 1 1 -2

Tampéo -8 -3 9

[Tampéo] 5 4 18
pH -9 -7 -7
[MgCl;] 6 3 -12

[ABZ] 15 11 13

INTERACAO DE DUAS VARIAVEIS

Tempo/[Proteina] 13 8 -3

Tempo/[NADPH] 7 6 10
Tempo/Tampéo 13 -9 -14
Tempo/[Tampéao] -3 -1 -8
Tempo/pH -5 -3 3
Tempo/[MgCl,] 15 11 13
Tempo/[ABZ] 6 3 -12

Valores dos contrastes entre -10 e 10 foram desconsiderados por estar dentro do erro experimental.
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TABELA 4.20: Conclusdes obtidas com o planejamento experimental realizado.

Variavel (+)-ABZ-SO (-)-ABZ-SO ABZSO, Concluséo
Tempo Aumentar Aumentar  Indiferente  Fixarem 180 min
+1
[Proteica] = Aumentar Aumentar ~ Aumentar  Fixar em 10
+1 mg/mL
[NADPH] Indiferente  Indiferente  Indiferente Fixar em 15
+1 mmol/L
Tampao Indiferente  Indiferente  Indiferente  Fixar em 100
+1 mmol/L
[Tampédo] Indiferente  Indiferente  Aumentar  Fixarem Fosfato
+1
Ph Indiferente  Indiferente  Indiferente  Fixar em 8,2
+1
[MgCl;] Indiferente  Indiferente  Diminuir  Fixar em 10
+1 mmol/L
[ABZ] Aumentar Aumentar ~ Aumentar  Fixar em 500
+1 pmol/L

Apols a otimizacdo do processo de metabolizacdo in vitro do
albendazol, atraves do planejamento fatorial fracionario, realizou-se replicas
no mesmo dia e em dias diferentes para verificacdo do coeficiente de
variacdo dos ensaios de precisdo. A Tabela 4.21 mostra que os coeficientes
de variacdo ficaram na faixa de 2,45 a 14,6 e a Figura 4.40 ilustra os

cromatogramas obtidos.

TABELA 4.21: Valores de Precisédo (CV%) obtidos entre incubagdes

Analito 1°. Dia (CV%) 2° Dia (CV%)
(+)-ABZ-SO 7,66 2,45
(-)-ABZ-SO 14,6 6,81

ABZ-S0, 7,78 10,9
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FIGURA 4.40: Cromatogramas com as condicdes de metabolismo otimizadas pelo
planejamento, realizado com 2 lotes em dias diferentes. Dia 1 (Experimento 1, 2, 3) e Dia 2
(experimento 1A, 2A e 3A). Acoplamento das colunas RAM-C8-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i.) e
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampéo
KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5); (B) tampéo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN (60:40) e (C):
ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5):ACN
(60:40). Vazao de 0,5 mL/min; volume de injecdo: 200 uL; Aexc: 290 € Aem: 320 nm.

4.11. ANALISE DA INFLUENCIA DA RESTRICAO
PROTEICA NO METABOLISMO DE ABZ - MODELOS COM RATOS

WISTAR

Varios estudos tém demonstrado que a ma nutricdo ocasiona
alteracOes na disponibilidade de farmacos, decorrente de alteragcdes na absorcao,
ligacdo com proteinas, metabolismo hepético e eliminacdo renal. Em trabalho
conduzido por ZHANG et al. '#, sobre a investigacdo da restricdo protéica
conduzida de forma sistematica em ratos, sugeriu-se que Xxenobioticos
metabolizados pelos CYPs 1A2, 2E1, 2D6 e 3A4 s&o reduzidos em animais com
ma nutricdo protéeica, sendo necessaria uma reducdo das dosagens para evitar
toxicidade.

A maé nutricdo proteica pode ser desenvolvida em decorréncia da
mé alimentacdo, ou ainda como consequéncia de doencas graves. No entanto,

poucos ou nenhum estudo foi, até entdo, realizado para especificamente
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enderecar o impacto da mé nutricdo no metabolismo de farmacos utilizados no
tratamento de doencas negligenciadas, como a neurocistercircose, malaria,
tuberculose, chagas, dentre outras. Considerando-se a utilizacdo de ABZ no
tratamento da neurocistecircose, o impacto da ma nutrigcdo foi avaliado para este
farmaco.

O método multidimensional desenvolvido e validado para a
determinacdo dos metabdlitos de ABZ em fragdes microssomais foi utilizado
para avaliar o efeito da restricdo proteica no metabolismo do ABZ, utilizando-se
como modelo ratos Wistar.

Os animais foram submetidos a uma dieta controle e uma dieta com

restri¢do proteica (Tabela 4.22), por um periodo de 45 dias.

TABELA 4.22: Composicdo das dietas administradas para os animais controle e para 0s
animais com restri¢do proteica (g/Kg)

INGREDIENTES CONTROLE RESTRICAO
Dieta AIN 93 M -14% PROTEICA
Dieta AIN-6%proteina

Amido de milho 465,7 508,0
Caseina 140,0 66,00
Amido dextrinizado 155,0 166,5
Sacarose 100,0 121,0
Oleo de soja 40,00 40,00
Fibra (Cel. Microcrist.) 50,00 50,00
L-cistina 1,800 1,000
Cloreto colina 2,500 2,500
Mix mineral G 35,00 35,00
Mix vitaminico 10,00 10,00
Total 1000 1000
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No decorrer dos experimentos, 0s animais foram quinzenalmente
pesados (Tabela 4.23) e avaliados quanto a perda de peso. Através da Tabela
4.23, pode-se observar que em média a diferenca de peso entre 0s animais
controle e dos desnutridos foi de aproximadamente 60% e que apenas com 15
dias de alimentacao diferenciada ja havia diferenca estatistica entre os grupos.

A Figura 4.41 mostra fotos dos animais controle e desnutridos no
decorrer do experimento, dando destaque aos animais desnutridos, 0s quais com

36 dias de dieta com restri¢do proteica comecam a perder os pelos.
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TABELA 4.23: Evolugéo dos pesos (g) dos animais controles e animais tratados com dieta com restri¢éo proteica

Inicio do Exp. 15 dias 30 dias 45 dias
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Restricado Controle Restricédo Controle Restricdo Controle Restricdo
Proteica Proteica Proteica Proteica
64,88 71,55 153,3 66,11 209,3 90,40 282,1 96,01
68,43 60,96 140,0 56,21 225,5 67,93 305,2 89,91
61,84 83,56 143,1 62,02 230,8 87,34 215,1 121,8
71,58 61,73 143,2 84,99 235,4 68,13 266,2 106,6
59,71 67,36 141,0 73,05 103,6 66,45 313,9 108,1
66,76 74,45 145,2 65,97 223,6 77,43 330,2 123,1
67,93 70,21 126,9 60,03 234,9 61,07 279,9 99,86
63,45 54,61 135,1 61,12 193,9 67,06 309,3 107,2

66,45 +3.9 67,54 +7.6 136,6 +10 66,74 £8,0 206,2 + 37 73,67 £8.9 289,4 £32 105,2 +10
tian, 95%, 791 = 2,36;
tcar inicio do experimento = 0,63; tey 15 dias = 2,62; tey 30 dias = 2,53; ty 45 dias = 2,59

132



Resultados e Discussoes — Capitulo 11

FIGURA 4.41: Fotos dos animais controle e desnutridos em diferentes fases: (A) no dia em
que chegaram ao biotério; (B) 15 dias apds dieta diferenciada; (C) 36 dias, inicio da queda dos
pélos; (D): 45 dias apo6s dieta diferenciada.

Apods 45 dias alimentados com suas respectivas dietas, ambos o0s
grupos (controle e submetidos a restricdo proteica) foram sacrificados por
decapitacéo e os figados foram extraidos, pesados, lavados e armazenados a -
80°C, individualmente.

A Tabela 4.24 contém o peso dos figados dos dois grupos de

animais.
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TABELA 4.24: Peso (g) dos figados retirados dos animais do grupo controle e do grupo com
restricao proteica

PESO DOS FIGADOS (g)

CONTROLE RESTRICAO PROTEICA
12,464 4,195
14,285 4,010
16,619 5,052
15,295 4,468
18,407 4,694
12,401 3,748
16,733 5,080
15,402 4,386
15,348 + 1,96 4,427 +0,42

tan, 959%, 7 g1 = 2,36; teaic = 2,62

A diferenca entre o peso dos figados obtidos é também outro fato
relevante, onde se pode constatar uma diferenca significativa entre o peso dos
figados dos diferentes grupos de animais, através do teste t Student.
Posteriormente, realizou-se a medida de concentragdo proteica para cada
6rgdo individualmente, conforme descrito na parte experimental nas secfes
3.4.11; 3.4.12; 3.4.13 e 3.4.15, p. 44.

A Tabela 4.25 mostra os valores obtidos da concentragdo proteica

para os dois grupos de animais.
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TABELA 4.25: Valores das concentragcOes proteicas determinadas para as fracoes
microssomais extraidas dos figados de ratos do grupo controle e do grupo desnutrido

CONCENTRACAO PROTEICA DAS FRACOES
MICROSSOMAIS (mg/mL)

CONTROLE RESTRIGAO PROTEICA
20,7 12,0
22,0 15,9
20,1 11,5
18,1 20,1
15,9 18,2
233 17,1
16,1 20,9
17,7 21,9
19,2425 17,2+ 3,9

ttab, 95%, 7 g1 = 2,36; tcac =0,92

Embora tenha sido visualmente e numericamente constatada a
diferenca de peso entre os dois grupos de animais e também o peso dos
orgaos coletados, a media das concentracdes protéicas obtidas para 0s grupos
ndo diferiu estatisticamente, mostrado pelo test t realizado, o que indica que a
restri¢do proteica ndo afetou esse parametro significativamente.

Apbs a determinacdo da concentracdo proteica foi realizada a
biotransformacao in vitro, para cada fracdo microssomal obtida. Inicialmente
realizou-se testes de biotransformacdo com o emprego de 7-etoxiresorufina
como substrato e, na sequéncia, testes de biotransformacdo do ABZ,
conforme esquema da Figura 4.42.

Os testes de metabolizacdo com emprego da 7-etoxiresorufina como

substrato mostrou a producéo de resorufina média de 0,251 pumol/L (n=8), ou
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seja, uma atividade enzimatica de 25,1 pmol/min/mg coerentes com 0S
valores encontrados na Tabela 4.7, p.82, quando fragGes microssomais
provenientes dos figados dos animais controle foram ensaiados, no entanto,
nos testes com 0s microssomas obtidos a partir dos figados dos animais
submetidos a uma alimentacdo com restricdo proteica, as quantidades de
resorufina obtidas ndo puderam ser quantificadas pois encontravam-se abaixo
do limite de quantificagdo do método. Esse primeiro ensaio, forneceu duas
importantes informacdes: 1- as fracbes microssomais estavam ativas e a
extracdo das amostras ocorreu conforme esperado; 2- a restricdo proteica
ocasionou diferencas nas enzimas envolvidas no processo de
biotransformacdo, acarretando uma menor taxa de metabolizacdo do

substrato em estudo.
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FIGURA 4.42: Esquema representativo da biotransformag&o in vitro realizada com as fragdes
microssomais obtidas de ratos controle e de ratos com restri¢do proteica
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Para 0s ensaios realizados com ABZ, a Tabela 4.26 mostra os
valores encontrados de concentracdo de (+)-ABZ-SO e (-)-ABZ-SO e da
atividade enzimatica para os dois grupos estudados.

As concentracdes de ABZ-SO, nédo foram calculadas uma vez que o
método ndo apresentou exatiddo e nem precisdo para a quantificacdo deste
metabolito, embora tenha sido produzido e detectado nos dois grupos de

animais em estudo, ja 0 ABZ-SO,NH, ndo foi detectado. (Figura 4.43).

154 — Controle
— Restrigéo Proteica

0,54

mABS

0,04

-0,5

0 10 20 30
tempo (mim)

FIGURA 4.43: Cromatogramas com as condi¢des de metabolismo otimizadas pelo
planejamento, utilizando fragbes microssomais de ratos controle e de ratos com restri¢do
proteica. 1: (+)-ABZ-SO; 2: (-)-ABZ-SO e 3. ABZ-SO, Acoplamento das colunas RAM-C8-
BSA (5,0 x 0,46 cm d. i.) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.).
Bomba 1 (A) tampdo KH,PO, (0,01 mol/L; pH 7,5); (B) tampédo KH,PO, (0,01 mol/L; pH
7,5):ACN (60:40) e (C): ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH,PO, (0,01
mol/L; pH 7,5):ACN (60:40). Vazao de 0,5 mL/min; volume de inje¢@o: 200 pL; Aex: 290 e
Aem: 320 nm.
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TABELA 4.26: Valores de concentracdo de (+)-ABZ-SO e (-)-ABZ-SO produzidos a partir da metabolizacao in vitro do ABZ e suas respectivas

atividades enzimaticas.

(+)-ABZ-SO (-)-ABZ-SO
CONTROLE RESTRICAO PROTEICA CONTROLE RESTRICAO PROTEICA
Concentragio Atividade Concentracio Atividade Concentragso Atividade Concentragéo Atividade

(nmol/L) (pmol/min/mg) (nmol/L) (pmol/min/mg) (nmol/L) (pmol/min/mg) (nmol/L) (pmol/min/mg)
1539 8,549 395,6 2,198 1748 9,712 249,8 1,388
866,0 4,811 291,3 1,619 966,6 5,370 301,8 1,677
1283 7,128 964,8 5,360 1451 8,062 761,7 4,232
1124 6,245 1210 6,722 1267 7,036 1433 7,962
2726 15,15 1231 6,839 3127 17,37 1213 6,738
987,1 5,484 254,0 1,411 1107 6,152 227,3 1,263
1153 6,406 912,9 5,072 1300 7,223 1013 5,629
795,8 4,421 970,1 5,390 676,7 3,759 476,6 2,648

1309+579 7,274+3,22 778,7£377 4,326%2,24 1456+698 8,086+3,88 709,5+438 3,942+2,43
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Os valores das atividades enziméticas calculados foram avaliados
estatisticamente pelo teste t Student, o qual é muito utilizado para verificar a
diferenca estatistica entre grupos. Este método compara um método padrdo
com um método que foi realizado de uma forma diferente.

O valor estatistico de t € calculado e comparado com um valor
tabelado, se o valor calculado exceder o valor tabelado, este possui diferenga
significativa e se o valor de t calculado for menor que o valor tabelado, os
dados né@o possuem diferenca estatistica.

A Tabela 4.27 mostra os resultados obtidos para o teste t, onde para
0 (+)-ABZ-SO o valor de foi de 2,59 e para o (-)-ABZ-SO de 3,07. O valor
tabelado, para um grau de liberdade igual a 7, foi de 2,36, portando os dados
obtidos demonstram diferenca significativa na obtencdo destes metabdlitos

ao nivel de 95% de confianca.

TABELA 4.27: Valores calculados de t Student para (+)-ABZ-SO e (-)-ABZ-SO,
comparando a atividade enzimatica do grupo controle com o grupo com restricdo proteica,
para avaliar a influéncia da restricdo proteica no metabolismo do ABZ, com 95% de
confianca, 7 graus de liberdade

(+)- ABZ-SO (-)-ABZ-SO
2,59 3,07

tiab,95%,7..=2,36

Desta forma, o metabolismo in vitro do ABZ e a producao dos seus
metabolitos principais, o (+) e (-)-ABZ-SO, mostrou ser influenciado pela
restricdo proteica dos animais, uma vez que os dados obtidos mostraram
possuir diferenca significativa na atividade microssomal de ratos controle e
de ratos submetidos a restricdo proteica.

Estudos realizado por MAO et al."® com ratos jovens e adultos para

avaliar a influéncia da restricdo proteica demonstrou uma diminuicdo da
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atividade das CYP’s 2C11, 2A1 e 3A em animais malnutridos e que isso se
mOostrou mais severo em animais jovens.

Ja estudos realizados em pacientes mal nutridos também sugeriram
que a malnutricdo diminui o metabolismo oxidativo de dois marcadores,

antipirina*®* e acetanilida'®

como consequéncia do aumento do tempo de
meia-vida e uma diminuicéo do clearance.
O teste t foi também calculado para comparar os dados quanto a

enantiosseletividade do metabolismo in vitro do ABZ (Tabela 4.28).

TABELA 4. 28: Valores de t Student calculado para comparar concentracfes de (+)-ABZ-SO
e (-)-ABZ-SO produzidas a partir do metabolismo in vitro do albendazol,para verificar a
enantiosseletividade nos dois grupos, com 95% de confianca, 7 graus de liberdade

Grupo Controle Grupo Restricdo Proteica

2,90 0,90

ttab,95%,79.|.=2136

Atraves da Tabela 4.26 pode-se observar a producdo de 1.309 e de
1.456 nmol/L do (+) e (-)-ABZSO, respectivamente, para o grupo controle,
enguanto que para o grupo submetido a restricdo proteica, a producao do (+)-
ABZ-SO foi de 778,7 nmol/L e para o (-)-ABZ-SO foi de 709,5 nmol/L.
Estes resultados foram também avaliados pelo teste t Student (Tabela 4.28) e
comprova-se uma diferenca significativa na producéo dos dois enantidmeros
no grupo controle e uma diferenca néo significativa no grupo submetido a
restricdo proteica, ou seja, a enantiosseletividade é observada no grupo
controle mas essa propriedade é perdida no animais com restricdo proteica.

Com relacdoo a enantiosseletividade encontrada para 0 ABZ-SO em

animais controle, os resultados estdo de acordo com o trabalho de CAPECE
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et al*’ em ratos, o qual também mostrou uma maior concentracio plasmética
do (-)-ABZ-SO em relacéo ao (+)-ABZ-SO.

Portanto, os dados obtidos neste trabalho, referentes a influéncia da
restricdo proteica no metabolismo in vitro do ABZ, demonstram a
importancia de futuros estudos in vitro e in vivo para avaliar a influéncia da
enantiosseletividade na producdo dos metabdlitos principais, frente ao
comportamento terapéutico do farmaco em estudo, o que pode acarretar em

diferentes niveis de toxicidades, tolerancia e eficacia no tratamento.
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4.12. SEPARACAO DOS ENANTIOMEROS DO
ALBENDAZOL SULFOXIDO: ANALITICO E SEMIPREPARATIVO

Enantiébmeros apresentam diferentes respostas frente a organismos
vivos, onde sdo constatados diferentes sabores, odores, toxidade e
principalmente respostas bioldgicas diferenciadas para cada enantiémero*?®. No
entanto, ainda assim, muitos farmacos sdo administrados aos pacientes na forma
de racematos. Estes aspectos despertaram o interesse em realizar um estudo dos
enantibmeros do albendazol sulféxido para avaliar sua atividade anticancerigena
in vitro em células tumorais humanas.

Para a obtencdo de enantidmeros puros, as fases estacionarias
quirais de polissacarideos tem sido vastamente utilizadas, mostrando grande
versatilidade e excelente poder de discriminacdo quiral para uma ampla classe
de compostos.”

Os polissacarideos mais utilizados séo a amilose e celulose (Figura
4.44). Estes diferem entre si somente na sua estrutura quimica, na posicao 1,4-p-
glicosidica, no entanto grandes diferencas de enantiosseletividade podem ser

observadas com esses polissacarideos.”

OH OH
n o o
HO (OE
HO  O—r "o OH
Amilose Celulose n>200

FIGURA 4.44: Estruturas Quimicas da Amilose e da Celulose

CASS e BATIGALHIA'Y reportaram a enantiorresolucdo de uma
série de vinte sulféxidos quirais, os quais foram avaliados sistematicamente em

eluicdo multimodal, utilizando fases estacionarias quirais de polissacarideos.
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Dos 20 sulféxidos analisados todos foram enantiorresolvidos em uma ou outra

fase estacionaria quiral utilizada.

MONTANARI et al.””®, CLANKVETADZE et al.”® ¢ MATLIN et
al.” também reportaram estudos de enantiosseletividade para sulféxidos quirais
utilizando colunas de polissacarideos. Todos os trabalhos demonstram
excelentes resultados, onde a grande maioria dos sulfoxidos estudados foram
enantiorresolvidos nestas fases.

Desta forma, as fases estacionarias quirais dos polissacarideos
celulose e amilose foram também selecionadas neste trabalho para serem
avaliadas quanto ao poder de discriminacdo quiral frente ao albendazol
sulfoxido.

As fases estacionarias foram preparadas, em nosso grupo de
pesquisa, segundo a literatura.”® Das quatro colunas analiticas avaliadas (Tabela

1.2 e estavam

4.29), trés haviam sido previamente preparadas por BELAZ et a
disponiveis no grupo, ja a coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em
APS-Nucleosil (500 A, 7um) (20% g/g) analitica (FEQ-1) e a coluna
semipreparativa (FEQ-5) foram preparadas e avaliadas neste trabalho. Vale
ressaltar que dentre as colunas avaliadas, a FEQ-2 ndo € disponivel

comercialmente.
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TABELA 4.29: Dados referentes as colunas empregadas neste trabalho

Estruturas Fase Estacionaria EspecificacGes Cddigo
O .
)S:' Tris(3.5-dimetilfenilcarbamato) APS-Nucleosil
ris(3,5-dimetilfenilcarbamato
HN _ (500 A, 7 um)
de amilose FEQ-1
(20 % g/g)
(15 x 0,46 cm)
0]
)S-“ APS-Nucleosil
HIN Tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) (500 A, 7 um) FEQ-2
/@\ de amilose (20 % g/g)
15 x 0,46 cm
~o o~ ( )
APS-Nucleosil
Tris[(S)-1-feniletilcarbamato 500 A, 7 um
[(5)-1-fenil ] ( W s
de amilose (20 % g/g)
(15 x 0,46 cm)
(0]
)Sﬁ APS-Nucleosil
HN Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) (500 A, 7 um) FEQ-4
de celulose (20 % g/g)
(15 x 0,46 cm)
(0]
)Sf APS-Nucleosil
HN Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) (500 A, 7 um) FEQS
de amilose (20 % g/g)
(20 x 0,70 cm)

4.12.1. Sintese, caracterizacdo e avaliacdo da fase tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de amilose

O preparo da fase estacionaria quiral envolveu a sintese do
carbamato, derivatizacdo e recobrimento do suporte, 0 empacotamento,

condicionamento e posterior avaliacdo da coluna preparada.
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A fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose foi preparada pela
reacdo da amilose com tris-3,5dimetilfenil isocianato. Na reacdo, ocorre um
ataque nucleofilico dos grupos hidroxila do polissacarideo a carbonila do
isocianato, levando as substituicdes nos grupos hidroxila e a formacdo dos

carbamatos desejados (Figura 4.45).

OH 0 OCONHR
n o] NN 0]

n
—>
HO 2) R-N=Cc=0 RHNOCO
HO O—- n RHNOCO O—- n
Amilose Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)
de Amilose

1) Piridina, 24 horas, 98°C

2) R-N=C=0, 72 horas, 98°C

FIGURA 4.45: Esquema da sintese do tris(arilcarbamato) de amilose.

O carbamato sintetizado foi caracterizado por espectroscopia no
infravermelho e anélise elementar.

O espectro no 1V (Figura 4.46) da amilose ndo derivada mostra uma
intensa e caracteristica absorcdo em 3431,1 cm™, que corresponde aos
estiramentos dos grupos hidroxila (-OH).

Apos a reacdo da amilose com o isocianato, pode-se observar que o
espectro de infravermelho (Figura 4.47), mostrou uma absorcdo em 1730 cm™,
de intensidade forte, caracteristicas de deformacéo axial das ligacbes C=0 dos
grupos carbamatos, em 1220 cm™, referente ao estiramento da ligacdo C-N e

também em 3330 cm™ referente a deformagcdes axiais do grupo N-H.
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FIGURA 4.46: Espectro no infravermelho da amilose ndo derivada
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FIGURA 4.47: Espectro no infravermelho do FEQ-1 sintetizada

O resultado da anélise elementar (Tabela 4.30) mostra derivacédo

quase completa dos grupos hidroxilas.
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TABELA 4.30: Resultados da anélise elementar para as FEQ sintetizada

Substancia Massa Molar Valores Valores
(g/mol) Teoricos (%) | Experimentais (%0)

FEQ-l1e5 C = 65,66 C =65,35

(Ca3H3705N5) 602,9 N = 6,96 N = 6,84

H=6,18 H=26,15

A FEQ foi obtida com rendimento aproximado de 86% e um
percentual de derivacdo em torno de 99%. Os percentuais de derivacdo foram
calculados através dos resultados das analises elementares (Tabela 4.28) e séo
condizentes com os valores encontrados na literatura.**

O suporte APS-Nucleosil (500 A, 7um), preparado em nosso grupo,
conforme consta na Parte Experimental (secdo 3.11.2, p. 56), a partir de silica
Nucleosil (500 A, 7um), foi recoberto a 20% g/g com o carbamato sintetizado.

A fase estacionaria quiral foi empacotada e avaliada com padrdes
racémicos, sendo a sua eficiéncia cromatografica avaliada considerando-se 0s
padrdes cromatograficos: fator de retencdo (k), fator de separacdo (o) e

resolucao (Rs).

A coluna apresentou excelentes valores para 0s parametros
cromatograficos e boa simetria das bandas cromatograficas. Com isso foi

avaliada para a separacdo dos enantiébmeros do albendazol sulféxido.

4.12.2. Avaliacdo da Enantiorresolucdo do Albendazol

Sulféxido em Colunas Quirais de Polissacarideos

As colunas quirais tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose
(FEQ-1), tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose (FEQ-2), tris[(S)-1-
feniletilcarbamato] de amilose (FEQ-3) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de

celulose (FEQ-4) foram sistematicamente avaliadas, no modo normal e no modo
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polar orgénico, na enantiosseparacdo dos enantibmeros do ABZ-SO,
considerando-se os parametros cromatogréaficos: fator de retencdo (k), fator de
separacdo (o) e resolucdo (Rs). Vale ressaltar que em trabalho anterior®, o
modo reverso também foi investigado para a separacdo dos enantidmeros do
ABZ-SO, no entanto, como este modo ndo & recomendado para separagdes
preparativas devido a presenca de dgua na fase movel, neste trabalho, este modo
de eluicdo néo foi considerado.

Para este estudo foram avaliados diferentes modificadores
organicos: 2-propanol, metanol, etanol e acetonitrila em diferentes propor¢oes.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.31.
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TABELA 4.31: Valores dos parametros cromatograficos obtidos para albendazol-sulfoxido no modo normal e polar organico

FEQ

Fase Movel

Hexano/2-Propanol (80:20)°
Etanol®
2-Propanol”

Acetonitrila®

FEQ-1 FEQ-2 FEQ-3 FEQ-4
Ky a Rs Ky a Rs ky a Rs ky a Rs
657 | 1,45 | <1 [223]1,22| <10 |185| 1 | - [338] 1 | -
1,20 | 2,04 |3,09(049|157| <10]043| 1 | - |017| 1 | -
1,85 | 1,18 | <1 |215[116|<10 229 1 | - [052| 1 | -
147 | 1,75 |1,36|045| 1 | - |104| 1 | - [368] 1 | -
0,34 | 350 [260(222| 1 | - |005| 1 | - |063| 1 | -

Metanol?

A =290 nm; * Vazdo 1,0 mL/min; ® Vazdo 0,5 mL/min
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As fases estacionarias tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) (FEQ-1) e
tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) (FEQ-2), ambas de amilose, foram as que
apresentaram melhores resultados de discriminagao quiral para o (x)-ABZ-SO,
independente do modo de eluicdo utilizado. Ja as colunas tris[(S)-
feniletilcarbamato] de amilose (FEQ-3) e a tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose (FEQ-4) ndo apresentaram discriminacgao quiral em nenhuma das fases
maveis utilizadas.

A influéncia da fase movel na discriminacdo quiral do albendazol
sulféxido é evidenciada quando a FEQ-1 mostra uma excelente resolugédo
(Rs=4,97) utilizando hexano:etanol (80:20) como fase movel e esta resolucgéo é
perdida quando se faz a substituicdo do etanol por 2-propanol como modificador
organico, na mesma proporc¢do. Os cromatogramas da Figura 4.48 exemplificam
a diferenca de enantiorresolucdo obtida nessas duas condi¢Ges cromatograficas.
Vale ressaltar que a mistura hexano:2-propanol foi avaliada em diferentes

proporc¢des e em nenhuma melhora da enantiosseletividade foi observada.

1204 354

100

m ABS

T T T ) T T T T T J
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 50 60
tempo (min) tempo (min)

FIGURA 4.48: Cromatogramas da separagdo dos enantidmeros do ABZ-SO. Coluna tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (FEQ-1). Fase Movel: (A) Hexano/EtOH (80:20) e em (B)
Hexano/2-propanol (80:20), Vazao: 1,0 mL/min e A: 290 nm.

A FEQ-2 é uma fase ndo comercial e tem apresentado bons

resultados na enantiosseparacdo de sulfoxidos quando avaliada no modo reverso
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de eluicdo™"

. No entanto, até o momento, nenhuma condicdo de anélise
ofereceu resolugéo e enantiosseletividade no modo normal de elui¢do como o
resultado obtido neste trabalho, sendo estes de 1,83 e 1,45, respectivamente.
Também, excelentes fatores de separacdo (0=2,04 ¢ o= 3,05) e
6timas resolucdes (Rs= 3,09 e Rs=2,60) foram obtidos no modo polar organico,
quando se fez uso de etanol ou metanol como eluente (Figura 4.49), mas apenas
resolucdes parciais foram observadas (Rs < 1) com acetonitrila ou 2-propanol

como fase movel.

m ABS

40

20
50
0+ 04
T T T T 1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
tempo (min) tempo (min)

FIGURA 4.49: Cromatogramas da separacdo dos enantibmeros do ABZ-SO. Coluna tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (FEQ-1). Fase Mdvel: (A) Etanol e em (B) Metanol,
Vazao: 1,0 mL/min e A: 290 nm.

Comparando-se as fases tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)s de amilose
(FEQ-1) e celulose (FEQ-4), é clara a influéncia do polissacarideo na
discriminacdo quiral, uma vez que tem-se 0 mesmo substituinte em ambas as
fases. A FEQ-1 de amilose apresentou excelentes valores para a resolucéo, com
Rs iguais a 4,97 e 3,09 entre outros (Tabela 4.31), enguanto que a
correspondente  de  celulose (FEQ-4) ndo apresentou  nenhuma
enantiosseletividade. Esta discrepancia de resolucdo pode ser explicada pela
diferenca existente entre a celulose e a amilose, no que diz respeito a posicao da
ligacéo glicosidica (Figura 4.44)
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A influéncia dos substituintes no anel aromatico dos carbamatos
também é evidenciada nos resultados obtidos, onde a FEQ-1, que apresenta
como substituintes grupamentos metilicos, mostrou uma melhor discriminacéo
quiral para o albendazol sulféxido do que a FEQ-2, que apresenta grupos metoxi
como substituintes. Porém, a FEQ-2 apresenta melhor enantiosseletividade que a
FEQ-3, a qual ndo apresenta nenhum substituinte no anel aromatico.

A seguir (Figura 4.50) sdo apresentados dois cromatogramas das
separacOes obtidas do albendazol sulfoxido nas colunas tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) e tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato), ambas de amilose.

100 4
(A) 60 (B)
80
60 40 -
1)
1)
40 <
£

204
10

04

T T T T T Y T T T \
0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40
tempo (min) tempo (min)

mABS

FIGURA 4.50: Cromatogramas da separacdo dos enantidmeros do ABZ-SO. Fase Mdvel:
Agua/EtOH (50:50), Vazdo: 0,5 mL/min e A: 290 nm, em (A) Coluna tris(3,5-

dimetoxifenilcarbamato) de amilose e (B) Coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

4.12.3. Separacdo Semipreparativa dos Enantidmeros do
Albendazol Sulféxido

Para a realizacdo de uma separacdo preparativa ou semipreparativa
0 primeiro passo € a otimizacao das condi¢Ges de separacdo do analito em escala
analitica, nesta etapa estdo incluidas a escolha da fase estacionaria e a
composicao da fase movel. A otimizagédo para um fator de retencéo (k) pequeno
possibilita que a separacdo seja obtida em um menor tempo e com menor

consumo de solventes. Ja valores maximos para o fator de separacdo (a) e
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resolucdo (Rs) permitem que maiores quantidades do composto seja injetado na
coluna cromatogréafica sem perda de resolugéo.'*

O melhor sistema FEQ-solvente obtido nas separacbes analiticas
para a resolucdo dos enantibmeros do ABZ-SO foi transferido para uma escala
semipreparativa de separacéo.

A fase quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose foi
selecionada, ndo somente devido a melhor seletividade em diferentes fases
moveis nos diferentes modos de eluicdo, mas também devido ao baixo fator de
retencdo e boa enantiorresolucéo quando avaliada no modo polar orgéanico.

O modo polar organico apresenta algumas vantagens, das quais
podemos citar: boa solubilidade para as amostras e também esses solventes séo
facilmente evaporados. O uso de solventes na auséncia de misturas facilita a sua
reciclagem, portanto, diminuindo os custos das separacdes preparativas.’*®

Para este trabalho uma solucdo de albendazol-sulféxido de
concentracdo de 10 mg/mL de (x)-ABZ-SO foi injetada na coluna tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (FEQ-5), a separacédo foi realizada em uma
vazdo de 2,5 mL/min utilizando metanol como fase movel. A separagdo foi

monitorada em A=290nm. O cromatograma semipreparativo esta apresentado na

Figura 4.51.
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FIGURA 4.51: Cromatograma da separacdo em escala semipreparativa dos enantibmeros do
ABZ-SO. Coluna semipreparativa: tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-
Nucleosill (500 A, 7 um) (20% g/g) (20,0 x 0,7 cm d.i.). Fase mdvel: Metanol. Vazdo: 2,5
mL/min; V.injecao: 500 pL e A:290nm.

A pureza enantiomérica foi determinada na coluna analitica
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (Figura 4.52) e durante a separacao
semipreparativa essa fracdo foi descartada. A Figura 4.53 mostra 0s
cromatogramas obtidos para a determinacdo do (+) e (-)-ABZ-SO no dicroismo
circular.

A Tabela 4.32 apresenta os dados obtidos na separagdo em escala

semipreparativa do albendazol-sulfoxido.
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FIGURA 4.52: Cromatograma para determinagdo da pureza enantiomérica do ABZ-SO.
Coluna analitica: tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosill (500 A, 7
pum) (20% g/g) (15 x 0,46cm d.i.). Fase movel: metanol. Vazédo: 1,0 mL/min; Vinj: 20 uL ¢
A:290nm. (A) (x)-ABZ-SO (B) 1° enantiomero: (+)-ABZ-SO (C) 2° enantidomero: (-)-ABZ-SO

tempo (min)

FIGURA 4.53: Cromatograma para determinacédo de (+) e (-) ABZ-SO no dicroismo circular.
Coluna analitica: tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosill (500 A, 7

um) (20% g/g) (15 x 0,46cm d.i.). Fase movel: metanol. Vazéo: 1,0 mL/min; Viy: 20 pL e
A:290nm. (A) (2)-ABZ-SO (B) 1° enantiémero: (+)-ABZ-SO (C) 2° enantidmero: (-)-ABZ-SO
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TABELA 4.32: Dados obtidos da separagdo semipreparativa dos enantibmeros do
albendazol-sulfoxido

(+)-ABZ-SO (-)-ABZ-SO
Massa obtida (mg) 207,8 248,5
Pureza enantiomérica (%) 99,5 98,3
Rendimento (%) 83,1 99,4
ap, metanol, 25°C +112,8 -117,4
Produtividade (mg/h) 12,5 14,9

4.13. ESTUDOS IN VITRO DE INIBICAO NO
CRESCIMENTO DE CELULAS TUMORAIS HUMANAS

A citotoxicidade é considerada um parametro para a deteccdo da
atividade antitumoral, que é realizado com linhagens celulares. A taxa de
crescimento e multiplicacdo € medida indiretamente por algum indicador atraves
da formacéo do aparecimento de coloracéo e a intensidade de cor é diretamente
proporcional ao nimero de células presentes™®.

O estudo de inibicdo in vitro com células tumorais humanas foi
avaliado para quatro compostos, sendo eles: o0 ABZ, o (+)-ABZ-SO, (-)-ABZ-
SO e ABZ-SO racémico, utilizou-se para isso o0 método da sulforrodomina B
(SRB) em periodo de 48 horas de incubacdo em trés linhagens celulares
neoplasicas A375-C5 (melanoma), MCF-7 (cancer de mama) e NCI-H460
(cancer de pulmao) (Figura 4.54).
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(A)

FIGURA 4.54: Células utilizadas para o ensaio (A): MCF-7 e B: NCI-H460

A Figura 4.55 mostra forma resumida as etapas realizadas para o

estudo de inibicdo in vitro com células tumorais humanas.
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FIGURA 4.55: Esquema ilustrativo do estudo de inibicdo in vitro com células tumorais

humanas
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Os resultados sdo apresentados como a concentracdo que causa
50% de inibicdo do crescimento celular (GI50) apds tratamento com oS
compostos por 48 horas. Os resultados sdo expressos como média = desvio
padrdo de quatro experimentos independentes, realizados em duplicata. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e os valores apresentados de
G150 foram de 46,3+4,8 nmol/L para linhagem MCF-7; 96,3+7,3 para NCI-
H460 e de 80,0 nmol/L para A375-C5.

O albendazol foi 0 composto que apresentou 0s melhores resultados
para as trés linhagens avaliadas (Tabela 4.33), apresentando um excelente valor
de inibicdo no crescimento de células tumorais humanas. Vale destacar que para
a linhagem A375-C5 o valor do GI50 foi igual a 1,0 = 0,2. Os enantibmeros do
albendazol sulfoxido também se mostraram ativos, com destaque para a
linhagem MCF-7, onde o (+)-ABZ-SO (G150 = 13,4 + 1,1) mostrou ser cerca de
quatro vezes mais ativo que o (-)-ABZ-SO, com GI50 = 59,5 + 4,8. Estes
resultados mostram uma enantiosseletividade muito importante, no que se diz
linhagens NCI-H460 e A375-C5, o (+)-ABZ-SO também se mostrou mais ativo,
com uma atividade de aproximadamente 2,5 vezes maior do que o (-)-ABZ-SO.

Todos os valores de GI50 estdo apresentados na Tabela 4.33.

TABELA 4.33: Efeito das substancias ABZ, ABZ-SO, (+)-ABZ-SO e (-)-ABZ-SO na
inibicdo do crescimento in vitro em trés linhagens de células tumorais humanas

t G150 (umol/L)

MCF-7 NCI-H460 A375-C5
ABZ 52+2,0 87+172 1,0%0,2
ABZ-SO 41,3 + 8,6 44,2 £85 36,3+18
(+)-ABZ-SO  134+11 235+72 23,0+ 6,5
(-);-ABZ-SO 59,5+ 4,8 58,8 £ 5,5 58,0 + 3,8

161



Capitulo I11 - Resultados e Discussoes

A Figura 4.56 mostra um grafico para melhor visualizacdo dos
valores de GI50 obtidos e verifica-se que os valores de GI50 para as trés
linhagens celulares foi menor quando o (+)-ABZ-SO foi avaliado como
enantiomero puro do que quando ensaiado na mistura racémica, sugerindo
um antagonismo, ou seja, a presenca do (-)-ABZ-SO contido na mistura
racémica inibe a acédo do (+)-ABZ-SO.

60

50
T a0l
s 40 EHABZ
:E% 30 B (+)-ABZ-SO
S O ()-ABZ-SO
o 29 0 ABZ-SO

[T
o

A

MCF-7 NCI-H460 A375-C5

o

FIGURA 4.56: Gréfico ilustrando os valores de G150 obtido para os compostos avaliados na
diferentes linhagens celulares.

Portanto, ensaios visando estudar o efeito do (+)-ABZ-SO, uma vez
que foi o0 enantidmero que apresentou inibicdo, em células MCF-7 para avaliar o
perfil do ciclo celular, indicam que este enantibmero diminui a porcentagem de
celulas no ciclo GO/G1 e concomitantemente aumentou a porcentagem de

células no ciclo sub-G1 sugestivo de apoptose (Tabela 4.34).
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TABELA 4.34: Dados obtidos no estudo de apoptose para a linha celular MCF-7 com o (+)-

ABZ-SO
Células (%)
Ciclo Celular
Sub-G1 | Apoptose
G0/G1 S G2/M
Branco 56,8 +1.2 278+14 165+06| 0,3+0.5 6,2+0,6
DMSO 56,1 25,6 18,7 8,1+10
(+) 375+4,0* 241+20 164+15(286+4.0%(20,4+0,7*

Células tratadas com o meio (em branco) ou veiculo composto (DMSO) foram incluidos

como controle. Os resultados sdo a média£SE de pelo menos trés experimentos independentes

(exceto para o tratamento DMSO que so foi analisada uma vez para o perfil de ciclo celular e

sub-G1). * P< 0,01 quando comparado com o tratamento em branco
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5. CONCLUSOES

Este trabalho relatou que o metabolismo in vitro do ABZ, realizado
em fracGes microssomais de figados de ratos Wistar foi influenciado pela méa
nutricdo proteica. Embora essa avaliacdo seja proveniente de um estudo in vitro,
este & um resultado importante, uma vez que este farmaco é administrado para o
tratamento de doengas como a neurocistecircose, helmintoses e talvez possa
futuramente ser também empregado no tratamento do cancer, doencas estas em
que os pacientes comumente encontram-se debilitados. Adicionalmente, o
metabolismo in vitro se mostrou enantiosseletivo apenas no grupo controle onde
as concentracdes do (+) e (-)-ABZ-SO apresentaram diferencas significativas
quando avaliadas pelo teste t de Student, mostrando que a restricdo proteica
influecia também no metabolismo enantiosseletivo do albendazol. Estes
resultados séo inéditos para o ABZ em condi¢Ges de restricdo proteica e,
portanto, importantes para que estudos posteriores, in vitro e in vivo, sejam
conduzidos para avaliar o impacto deste parametro na atividade do farmaco.

A Cromatografia Multidimensional permitiu a analise e extracéo
das fracdes microssomais e 0 desenvolvimento de um método enantiosseletivo
de anélise simultanea dos enantibmeros do ABZ em fragfes microssomais, com
uma reducdo no tempo total de analise, totalizando 35 minutos para a
determinacgéo dos quatro compostos de interesse.

Este trabalho também mostrou a aplicabilidade das fases quirais de
polissacarideos no modo normal e modo polar organico para separacdo dos
enantiomeros do ABZ-SO. A fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose
apresentou excelente enantiorresolucdo nos dois modos de eluicdo. A fase
tris[(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de

celulose ndo se mostraram eficientes para resolucdo do ABZ-SO nas condicdes
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avaliadas e a fase tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose apresentou, pela
primeira vez, separacao no modo normal de elui¢cdo para um sulféxido.

Além disso, foram obtidos os enantiomeros do ABZ-SO com alto
grau de pureza enantiomérica e rendimento, através da cromatografia
semipreparativa. Os dois enantibmeros puros, juntamente com sua mistura
racémica e o ABZ foram avaliados frente a inibicdo do crescimento celular de
trés linhagens tumorais humanas. O (+)-ABZ-SO se mostrou mais potente que o
(-)-ABZ-SO, particularmente na linhagem de células MCF-7, o qual se mostrou

ser indutor da apoptose nesta linhagem celular.
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