evistaa Virtoal de Qunirmiica

A Importancia do Estudo do Metabolismo nos Estagios Iniciais
de Desenvolvimento de Farmacos
Nunes, I. K. C.*
Rev. Virtual Quim., 2015, 7 (2), 649-662. Data de publicacdo na Web: 22 de fevereiro de 2015
http://www.uff.br/rvg

The Importance of Metabolism Study in the Early Stages of Drugs
Development

Abstract: The pharmacokinetic properties (ADME) of drug prototypes have been
strategically evaluated in the early stages of development due to the fact that
suboptimal pharmacokinetic properties are a major cause of the discontinuity in the
development process of these compounds. This article focuses on a specific subset of
ADME known as "metabolic stability", which contributes to a desirable
pharmacokinetic profile, and how they can influence the drug design.
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Resumo

As propriedades farmacocinéticas (ADME) de compostos candidatos a farmacos, sao
estrategicamente avaliadas nos estdgios iniciais de desenvolvimento, devido ao fato de
gue propriedades farmacocinéticas abaixo do ideal sdo uma das principais causas da
descontinuidade no processo de desenvolvimento desses compostos. Este artigo
centra-se em um subconjunto especifico de estudos ADME, conhecidos como
"estabilidade metabdlica", que contribuem para um perfil farmacocinético desejavel, e
como eles podem influenciar o desenho de farmacos.
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1. Introdugao

O planejamento de novos farmacos é um
processo complexo, longo e de alto custo,
gue se desenrola em duas etapas, pesquisa e
desenvolvimento (P&D), estando fortemente
atrelada as inovagOes cientificas e
tecnoldgicas.”> A descoberta de novas
estruturas quimicas com perfis terapéuticos
diferenciados vem sendo guiada pelos
avancos significativos da quimica bioldgica,
pela melhor compreensdo dos mecanismos
bioquimicos e fisiolégicos, e dos alvos
moleculares envolvidos no processo de
desenvolvimento de diversas patologias. *

2

Ademais, estes avanc¢os estdo associados ao
crescimento expressivo do poder
computacional e automacdo, ao surgimento
da sintese combinatéria e de testes
farmacoldgicos de alto rendimento."?

Resumidamente, o] processo de
desenvolvimento de farmacos inicia-se com a
descoberta de um Hit, um composto ligante
de alta afinidade para o alvo terapéutico
pretendido. Sequencialmente s3do feitos
testes in vitro para avaliacdo das
propriedades bioldgicas dessa molécula, e
bioensaios in vivo visando a investigacdo de

suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas em animais, etapa
conhecida como estudos pré-clinicos.*”
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Apresentando resultados satisfatorios no que
tange a eficdcia terapéutica e perfil de
toxicidade, a molécula sera conduzida aos
estudos clinicos em humanos, em diversas
fases.

Assim, nota-se que todo o processo de
P&D exige uma alta demanda de tempo,
levando em média cerca de doze anos, com
pequena probabilidade de sucesso.® Isto
porque, apenas 66,7% de cada 30.000
moléculas sintéticas entram na fase de
estudos pré-clinicos. Apds esta primeira
triagem, das 30.000 moléculas iniciais,
apenas 200 (0,67%) chegardo a fase | dos
estudos clinicos, e um percentual ainda
menor (0,13% e 0,04%) conseguira chegar as
fase Il e fase Ill, e finalmente, somente
0,027% dessas moléculas conseguirdo
aprovacdo dos 6rgaos regulatorios. Contudo,
nem todas serdo incluidas nos protocolos
terapéuticos.’

As razbes dessa descontinuidade no
processo de desenvolvimento de mais de
90% dos protoétipos candidatos a farmacos
(leads) sdo inumeras, todavia, diversos
estudos apontam a inadequacdo de
propriedades farmacocinéticas (ADME -
absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excre¢do) como a causa mais proeminente
dessas falhas,*®*° sendo a instabilidade
metabdlica um dos fatores principais.®

A estabilidade metabdlica refere-se a

Melhoria da eficacia e prognostico do perfil de
‘farmacoabilidade”

Descoberta

&

Vo

susceptibilidade de compostos sofrerem
biotransformacdo, e esta relacionada a
medida intrinseca da depuragdo, a partir da
qual outros parametros farmacocinéticos
podem ser calculados, a exemplo da
biodisponibilidade e do tempo de meia-
vida.®*

Dada a importancia desses parametros na
definicdo do perfil farmacolégico e
toxicolégico de farmacos, a industria
farmacéutica mostrou nos ultimos anos um
interesse particular em realizar estudos de
estabilidade metabdlica ainda nos estagios
iniciais do processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos, visando a
otimizacdo dessa propriedade (Figura 1).
Porém, nas etapas iniciais de descoberta de
farmacos, as novas estruturas quimicas
(NEQs) ndo podem ser administradas aos
seres humanos. Desta forma, diversas
abordagens podem ser utilizadas para prever
estas propriedades, como o uso de métodos
computacionais de predicdo de metabolismo,
ensaios in vitro utilizando sistemas celulares /
subcelulares, e in vivo utilizando animais.>”**

Assim, o estudo inicial de sua estabilidade
metabdlica é considerado essencial para
minimizar as eventuais falhas no processo de
desenvolvimento de farmacos e, portanto,
tornou-se um componente crucial da
descoberta de farmacos moderna.”**

Avaliagéo de risco e desenvolvimento clinico

Desenvolvimento
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Estudos de metabolismo
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Otimizagdo
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Figura 1. Esquema geral do processo de descoberta de fdrmacos apresentando tipos de
estudos in vitro do metabolismo que podem ser realizadas nas varias fases do processo de
descoberta e desenvolvimento. [adaptado das Refs. 5 e 11]
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2. A importancia do estudo do
metabolismo

Assim como outros Xxenobidticos, os
farmacos, ao serem absorvidos, sofrem uma
série de biotransformacgdes que resultam em
produtos de metabolismo de maior
polaridade, que por sua vez, serdo mais
facilmente excretados pela urina e por outros
fluidos corporeos. Este mecanismo
desempenha importante papel na
farmacocinética de medicamentos. Desta
forma, durante o processo de
desenvolvimento de um novo farmaco, os
estudos de metabolismo possibilitam a
identificagdo de sitios moleculares mais
vulneraveis a metabolizacao,
estabelecimento da identidade quimica dos
principais metabdlitos e sua toxicidade, além
de identificar protdtipos que apresentam
maior atividade (processo de bioativagédo) do
que o farmaco original, ou seja, os pro-
farmacos.®***

As reacbes metabdlicas podem ser
divididas em: reacdes de fase |, que sdo
responsaveis por processos oxidativos,
redutores e de hidrélise e rea¢Oes de fase |l,
gue conjugam grupos polares diretamente na
molécula do farmaco, ou em um produto de
uma reacao de fase I. Ambas acarretam em
aumento pronunciado da solubilidade da
substancia.'* Estas reacdes podem levar a
formagdo de metabdlitos ativos ou inativos
em relagdo ao farmaco original, em
diferentes  velocidades de formagao,
influenciadas pelas diferengas idiossincraticas
dentro de uma populagdo.

Por exemplo, a toxicidade pode ser citada
como a razdo para a descontinuidade de um
dado composto em fase de desenvolvimento,
mas a causa real pode ser a exposicao
prolongada e desnecessdria ao candidato a
farmaco ou ao seu metabdlito téxico/reativo
ou ao surgimento de interagoes
medicamentosas devido a inducdo e/ou
inibicdo de sistemas enzimaticos envolvidos
no metabolismo.”*™® Diversos medicamentos
foram retirados do mercado devido a
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hepatotoxicidade causada pela formacdo de
metabdlitos reativos, e.g. troglitazona e
felbamato.® Farmacos como metotrexato,
ciclosporina e paracetamol sdo considerados
hepatotdxicos em doses elevadas devido a
reacSes idiossincraticas.'®

Resumidamente, a estabilidade
metabdlica constitui um processo
essencialmente enzimatico, com destaque
para a superfamilia de enzimas do sistema do
citocromo P450 (CYP450), responsavel pela
biotransformacdo oxidativa de diversos
xenobidticos, incluindo os farmacos.” Esse
sistema enzimatico participa
expressivamente das reacdes metabdlicas de
fase |, sendo o figado a principal fonte dessas
isoenzimas.”**  Assim, o metabolismo,
particularmente o hepdtico, devido ao efeito
de primeira passagem sofrido pelos farmacos
apods sua administracdo oral, é reconhecido
como um dos principais determinantes das
concentragOes plasmaticas destes farmacos,
sendo amplamente utilizado na predicdo da
biodisponibilidade e de parametros
toxicocinéticos. *°

3. Métodos de estudos da
estabilidade metabdlica

O numero crescente de NEQs sob
avaliacdo nas ultimas décadas requer o uso
de técnicas de screening que apresentem
rapidez e bom rendimento, associados a
resultados confidveis. Estas técnicas quando
empregadas nos estagios iniciais de
desenvolvimento de fdrmacos podem auxiliar
nos processos de otimizagao estrutural de
moléculas promissoras e descartar moléculas
com perfis farmacocinéticos inadequados.™

E fato que estudos farmacocinéticos
abrangentes in vivo no homem seriam a
condicdo ideal de se obter dados relativos as
propriedades ADME, incluindo metabolismo,
biodisponibilidade e a depuracdo. Contudo,
tais experimentos ndo estdo disponiveis até a
fase de ensaios clinicos, o que leva a uma
resposta tardia de questdes que podem ser
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cruciais no processo de descoberta de
farmacos, tais como: o qudo labil ao
metabolismo é o candidato a fdrmaco? Quais
sdo as estruturas dos metabdlitos formados?
Os produtos do metabolismo apresentam
atividade e/ou toxicidade? Quais enzimas

Vq

estdao atuando no metabolismo? Informacgdes
que s3o relevantes para avaliar se um
composto apresenta um perfil
farmacocinético aceitdvel e se ha interagdes
medicamentosas indesejaveis in vivo (Figura
2).1,11

Quimicos
Medicinais

l

Modificagdes moleculares

Desenho de -
, para corrigir problemas
farmacos e
farmacocinéticos
Modificacdes
moleculares visando a v
otimizagdo da atividade Screening

Farmacoldgico Estudos de

biotransformagdo/
identificagdo dos
v metabdlitos

l

l

Continuagdo do
processo de
desenvolvimento
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metabdlica

~ Altamente \I
metabolizado? -

Sim

Nao

Figura 2. Estratégia para o uso de dados de estabilidade metabdlica como parte do processo
de otimizagao de compostos protétipos [adaptado da Ref. 1]

Atualmente existem diversas abordagens
metodolégicas in vivo e in vitro para
determinar a estabilidade metabdlica, e
assim, auxiliar na solug3o do problema.™

3.1. Abordagens in vivo

As abordagens in vivo envolvem
basicamente a andlise de metabdlitos
presentes no sangue, urina e nas fezes de
animais. *° Nos ultimos anos varios métodos
de screening farmacocinético in vivo foram
desenvolvidos e aplicados como predicao de

estabilidade metabdlica; tais como dosagem
do tipo cassete, também conhecida como “N
doses em uma”?*? e Rapid Rat Oral PK
screen, mais conhecido como Rapid Rat.*
Essas abordagens sdao amplamente utilizadas
pelas industrias farmacéuticas nas triagens
farmacocinéticas iniciais.

A dosagem do tipo cassete é um método
de HTS (do inglés High Throughput Screening)
in vivo que permite a avaliacdio de
parametros farmacocinéticos de diversos
compostos ao mesmo tempo, e traz como
vantagem o uso reduzido de animais.
Contudo, o fato de se utilizar diversos
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compostos ao mesmo tempo nas analises
implica numa desvantagem do método, se

houver entre eles interacGes
medicamentosas, resultando em falsos
positivos e ou negativos. Além disso,
apresenta uma maior dificuldade na

execucdo dos procedimentos analiticos.”***

O método de triagem farmacocinética
rapida  ou Rapid Rat baseia-se na
administracdo de um mesmo composto em
dois ou mais animais diferentes, onde sao
realizadas coletas de sangue destes animais
em volumes e intervalos de tempos iguais e
as andlises sdao conduzidas por métodos
analiticos. Diferentemente da dosagem do
tipo cassete, neste tipo de ensaio ndo se
observam interacbes medicamentosas. A
limitacdo neste caso estd nos valores obtidos
para os parametros de AUC (area sob a curva)
e meia-vida, que ndo sdo valores reais,
apenas estimativas. Todavia, o alto
rendimento obtido com o uso desta
abordagem levou a sua implementagdo em
diversas industrias farmacéuticas.™**

Os modelos animais sdo Uteis para
predizer os varios aspectos dos problemas de
metabolismo e de parametros
farmacocinéticos diversos, além de
apresentarem resultados mais fidedignos em
relagdo ao homem. No entanto, possuem
desvantagens como o baixo rendimento dos
metabdlitos formados, maior tempo de
avaliagdo, e exigem um custo considerdvel
quando comparados aos ensaios in vitro,
condicdo esta que ndo é favoravel ainda
numa etapa preliminar de
desenvolvimento.”

3.2. Abordagens in vitro

As abordagens in vitro podem ser
agrupadas em trés categorias diferentes: i) as
técnicas que fazem o uso de cortes de tecido
hepatico e preparagdes celulares de
hepatdcitos; ii) o uso de fragcdes subcelulares,
microssomais e/ou citosdlicas, e fracdo

S9;13'14'25 iii) o uso de micro-organismos, tais
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como espécies de fungos capazes de realizar
reacoes metabdlicas similares as obtidas por
processos celulares.”®?

A cultura de hepatdcitos por sua vez, tem
a vantagem de poder ser utilizada para
analise de farmacos diversos, permanecendo
vidvel por até 4 semanas apds seu isolamento
e podendo ser criopreservada. Contudo,
estudos apontam que essas culturas celulares
apresentam uma perda gradual de suas
funcbes, incluindo uma diminuicdo nao
uniforme da expressdao das isoenzimas do
sistema do citocromo P450 (CYPs), principal
sistema enzimatico envolvido no
metabolismo de farmacos.”® No entanto, o
uso de cortes de tecido hepatico nao
apresenta esta limitacado, porém,
possivelmente devido a menor oferta de
oxigénio e nutrientes no fragmento do
tecido, a duracdo da atividade enzimatica é
curta.

A segunda categoria compreende os
estudos de estabilidade metabdlica utilizando
fracGes celulares, que sdo comumente
preferidas devido a maior facilidade de
preparo e disponibilidade, ndo necessitando
obté-las a cada experimento, podendo ser
armazenadas por meses sem prejuizo da
atividade das enzimas presentes nestes
sistemas. Estes podem ainda
proporcionar uma visao acerca das diferencas
interespécies, uma vez que, diferengas
estruturais minimas, podem modificar
dramaticamente a especificidade das enzimas
que os constituem por seus substratos.”” No
entanto, algumas enzimas se mostram labeis,
devido a diminui¢do da integridade celular, o

gque acarreta na perda de cofatores
necessarios para o seu perfeito
funcionamento, requerendo  assim, a

reposicdo destes.”?*’

A principio, o que seria uma desvantagem
pode auxiliar no estudo da capacidade de
biotransformacdo das enzimas envolvidas no
metabolismo de farmacos, devido a adicdo
ou ndo destes cofatores. Estes modelos
abrangem as reacGes metabdlicas de fase |
(fracdo microssomal) e Fase Il (fracdo
citosdlica) e ambas simultaneamente (fragdo
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59).1222 A principal desvantagem é que
estes sistemas ndo representam o ambiente
fisiolégico, sendo uma simplificacdo do
organismo animal, o qual é muito mais
complexo.

J4d a terceira categoria utiliza espécies
selecionadas de micro-organismos, e.g.
Streptomyces sp. (SP-WISC 1158), Aspergillus
ochraceus ATCC 1009, Beauveria bassiana
ATCC 7149, Chaetomium indicum LCP
984200, e Cunninghamella echinulata ATCC
9245, capazes de mimetizar reacdes
metabdlicas especificas. O uso de sistemas de
biotransformacdo microbianos como modelo
para o estudo da estabilidade metabdlica foi
introduzido no inicio dos anos 70%°% e
representa uma ferramenta muito atil para a
producdo de metabdlitos em larga escala.
Outra vantagem da aplicacdo de sistemas de
biotransformacao utilizando micro-
organismos esta na seletividade com que tais
biotransformacGes sdo realizadas, visto que
substancias  bioativas sdo  substratos
polifuncionalizados. Contudo, é improvavel
gue um Unico micro-organismo seja capaz de
mimetizar todas as reagGes metabdlicas
observadas em mamiferos.”’

Assim, para obter um melhor
desempenho desses estudos, a condigdo
ideal é aquela em que os modelos in vitro sdo
empregados em conjunto com os modelos in
vivo, onde deve haver uma correlagdo entre
os metabdlitos formados em ambos os
sistemas bioldgicos. Caso ndo haja essa
correlagdo, os resultados da avaliagao in vivo
deverao ser priorizados.

4. A contribuicdao do LASSBio® no
estudo do metabolismo de
substancias bioativas

O LASSBio®, Laboratério de Avaliagdo e
Sintese de Substancias Bioativas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
fundado e coordenado pelo Professor Titular
Eliezer J. Barreiro constitui um laboratério de
pesquisa multidisciplinar na area da Quimica

Vo

Medicinal, sendo o pioneiro a difundir o
estudo da Quimica Medicinal no estado do
Rio de Janeiro. Ao longo dos anos, tornou-se
reconhecido por sua exceléncia e
contribuicdo na construcdo de conhecimento
na 4darea. Diversos projetos de pesquisa
objetivando a descoberta e desenvolvimento
de novos protdtipos candidatos a farmacos
para o tratamento de diversas doencas
cronico-degenerativas (eg. asma, artrite,
doencga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
cancer, esquizofrenia e Alzheimer) foram
desenvolvidos no contexto do  LASSBio®,
aplicando-se estratégias de planejamento
molecular baseado no mecanismo de acdo
pretendido, também conhecido como
abordagem fisioldgica.>

Como anteriormente citado, o processo
de desenvolvimento de farmacos requer
grande investimento de tempo do
pesquisador, e uma vez identificado um

composto protdtipo, ndo obstante, este
necessitara de etapas de otimizacdo
molecular. Durante anos, o0s quimicos

medicinais preocuparam-se com a otimizacao
das propriedades farmacodindmicas dos
compostos protdtipos nos primeiros estagios
do desenvolvimento. Entretanto, apds
diversos trabalhos apontarem que os
problemas farmacocinéticos sdo umas das
principais causas da descontinuidade no
desenvolvimento de compostos protdtipos
candidatos a farmacos, o olhar dos quimicos
medicinais tém se voltado cada vez mais para
a avaliagdo dessas propriedades e possiveis

ajustes estruturais para contornar essa
problemética.’
Novamente, o LASSBio® segue seu

impulso pioneiro nato, e insere no ambito de

suas linhas  de pesquisa estudos
farmacocinéticos para os mais diversos
compostos prototipos desenvolvidos no

laboratério, dentre eles os estudos de
estabilidade metabdlica.
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4.1. Estabilidade metabdlica de LASSBio-
294

O potente agente inotrdpico positivo
LASSBio-294 (1) (Esquema 1) foi o primeiro
composto protdtipo a ter seus estudos de
metabolismo realizados no LASSBio®. Este
protétipo deriva de uma série de novos
compostos bioativos da classe das N-
acilhidrazonas (NAH) sintetizadas a partir do
biéforo natural safrol (2) (Esquema 1). ** Sua
importancia nos estudos para o
desenvolvimento de novos agentes
cardiotbnicos, se deve ao seu perfil de
atividade diferenciado, atuando também
como vasodilatador, por mecanismos de acao

diferentes daqueles apresentados pelos
farmacos B-adrenérgicos e glicosideos
digitdlicos, n3dao demonstrando assim, a

toxicidade mecanismo de acdo-dependente
associada a estas classes de farmacos.**>®
Apds a caracterizacdo farmacolégica deste
composto, o proximo passo no processo de
P&D foi a realizaggo dos estudos
farmacocinéticos preliminares, dentre eles a
estabilidade metabdlica.

Inicialmente, Carneiro e colaboradores,
utilizando um sistema de biossintese
biomimético, ou seja, o uso de fungos
capazes de reproduzir reagdes especificas de
oxidacdo miméticas as realizadas pelo
CYP450, associado aos métodos bioanaliticos
(HPLC/MS), identificaram a formagdo do
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composto tiofeno sulféxido (3) (Esquema 1)
como metabdlito majoritario para LASSBio-
294 (1), produzido por cepas do fungo
Beauveria bassiana ATCC 7159.” Em um
segundo momento, os pesquisadores fizeram
a correlacdo dos metabdlitos encontrados in
vitro com estudos in vivo realizados em cdes
da raca Beagle, identificando a formacdo do
mesmo produto (Esquema 1).

Os estudos acerca do metabolismo de
LASSBio-294 (1), mostraram as diferencas
metabdlicas interespécies, quando Fraga e
colaboradores descreveram em seu trabalho
a identificacdo e caracterizacdo de um
metabdlito majoritdrio  diferente  do
composto tiofeno sulféxido (3). Os estudos in
vitro realizados em microssomas hepaticos
de ratos Wistar mostraram a presenca de um
Unico metabdlito formado pela cisdo
oxidativa da subunidade metilenodioxila do
anel 3,4-benzodioxola de LASSBio-294 (1),
levando a formagdo de um composto
catecdlico (4) (Esquema 1). Os autores
observaram ainda a correlacdo destes
resultados com os obtidos em ensaios com
enzimas recombinantes humanas de CYPs,
identificando a CYP1A2 como a principal
isoenzima envolvida no metabolismo de
LASSBio-294 (1).” De fato, é descrito na
literatura, a labilidade da subunidade
metilenodioxila frente as enzimas do sistema
do CYP450 em humanos, a exemplo do que
ocorre com farmacos como a paroxetina® e
tadalafila.*

Copgus ey W

Metabolismo in vitro

Beauvereria bassiana /
Metabolismo in vivo: caes

ATCC 7159
Metabdlito 1 (3)

LASSBio-294 (1)

Metabolismo in vitro :
microssomas hepaticos de ratos
isoenzimas recombinates de CYP
2 WD
HO N’ N B S
H
HO

Metabolito 2 (4)

Esquema 1. Metabdlitos identificados para o protétipo LASSBio-294
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4.2. Estabilidade metabdlica de LASSBio-
579

Planejado através de hibridagdo molecular
entre o farmaco clozapina (5) e o protétipo L-
741 (6), LASSBio-579 (7) pertence a uma

série de derivados heterociclos  N-
fenilpiperazinicos desenhados como
protétipos para o  tratamento da

esquizofrenia (Esquema 2).* Uma vez que a
esquizofrenia é uma doenca psiquidtrica
cronica que afeta aproximadamente 1% da
populacdo mundial, e os farmacos
atualmente disponiveis no mercado ndo sao
capazes de atuar no tratamento das diversas
manifestacdes clinicas dessa doenca, a
exemplo dos antipsicdticos tipicos como o
haloperidol, e mesmo os farmacos
antipsicéticos atipicos introduzidos como
uma alternativa para o tratamento de
pacientes resistentes ao primeiro grupo, e.g.
clozapina, ndo sdo eficazes para muitos
pacientes que se mostram refratarios ao
tratamento com estes farmacos.*”** Esta
observagdo caracteriza a importancia da
busca por novos farmacos antipsicoticos mais
eficazes e seguros.

Os ensaios farmacoldgicos in vitro e em
modelos comportamentais realizados com
LASSBio-579 (7) mostraram que este
composto atua sobre o0s receptores
dopaminérgicos, com maior afinidade para os
receptores D, e D, e serotoninérgicos, alvos
moleculares envolvidos na patogénese da
esquizofrenia.***> LASSBio-579 (7) mostrou,
ainda, uma menor afinidade para os
receptores muscarinicos e alg envolvidos no
desenvolvimento dos efeitos adversos
atribuidos aos antipsicéticos como a
clozapina, e um melhor perfil farmacolégico
dentre todos os derivados da série.*

Vo

A despeito dos resultados farmacolégicos
promissores, estudos farmacocinéticos
evidenciaram a baixa biodisponibilidade oral
de LASSBio-579 (7), *® o que suscitou a
hipétese de que parte dos efeitos observados
apds a administracdo oral deste composto
em animais poderia ser dependente de um
produto proveniente de seu metabolismo.*’

Desta forma, Gomes e colaboradores
realizaram estudos de estabilidade
metabdlica visando esclarecer a baixa

biodisponibilidade oral de LASSBio-579.%

Inicialmente os estudos foram conduzidos
utilizando-se cepas de Cunninghamella
echinulata ATCC 9244, cujo produto do
metabolismo observado foi um composto
hidroxilado na posi¢do para do anel fenila (8)
(Esquema 2), com uma taxa de formacgdo de
cerca de 90% do metabdlito. A utilizacdo de
micro-organismos permitiu o isolamento do
metabdlito em escala preparativa. Os autores
realizaram estudos in vivo em ratos e
observaram a formacdo do mesmo produto
do metabolismo (8) formado in vitro, 30
minutos apés a administracdo intraperitoneal
de LASSBio-579 (7) (Esquema 2).*

O metabdlito p-hidroxilado (8) apresentou
efeitos farmacoldgicos similares ao protétipo
original (579), com maior afinidade para os
receptores D, e D, e baixa afinidade para os
receptores muscarinicos e alg, relacionados
a manifestagdo dos efeitos adversos.
Contudo, o metabdlito (8) apresentou um
melhor perfil de biodisponibilidade e maior
tempo de meia-vida em relagdo a LASSBio-
579 (7), sendo detectado na sua forma
inalterada até 24h apés sua administragdo.”’
Juntos, estes resultados corroboram a
hipétese de que este metabdlito atua na agdo
antipsicética observada para LASSBio-579, e
apresenta um melhor perfil farmacocinético
do que a molécula original.
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D

L-741 (6)

¢ LASSBio-579 (7)

Metabolismo in vitro:
Cunninghamella echinulata ATCC 9244

Metabolismo in vivo: ratos
/
((

N

OH

Cl Metabdlito (8)

Esquema 2. Planejamento de LASSBio-579 e identificagdao do metabdlitos p-hidroxilado

4.3, Estabilidade metabdlica de LASSBio-
448

O protdtipo antiasmatico LASSBio-448 (9),
(Esquema 3) concebido como inibidor da
enzima fosfodiesterase 4 (PDE-4), de modo
similar a LASSBio-294 (1), foi planejado e
sintetizado explorando o produto natural
safrol (2) (Esquema 1). Este protdtipo
mostrou-se capaz de inibir a atividade de
diferentes isoenzimas de PDE-4, bem como
em reduzir a liberacao tecidual de histamina

in vitro. Os estudos in vivo realizados com
este protétipo evidenciaram que o mesmo
apresenta acao anti-inflamatéria e
capacidade de relaxar a musculatura lisa das
vias aéreas apds administracdo oral em
camundongos. A vantagem da acdo
terapéutica de LASSBio-448 (9) para a
tratamento da asma estd na sua capacidade
de atuar nas duas fases da doenca, aguda e
cronica. *® Porém, esta molécula apresenta
em sua estrutura quimica um sitio labil ao
metabolismo hepdtico ja descrito na
literatura, a subunidade 3,4-benzodioxila.*’
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Desta forma, visando identificar quais
produtos de metabolismo hepatico poderiam
ser formados a partir de LASSBio-448 (9),
Nunes e colaboradores descreveram o
metabolismo microssomal hepatico in vitro
deste protdtipo. Conforme esperado, o
estudo do metabolismo de fase | mostrou a
formacdo do metabdlito catecélico (10) pela
cisdo oxidativa da ponte metilenodioxila, 30
minutos apds a incubagdo com microssomas
hepaticos de ratos Wistar (Esquema 3).
Entretanto, o metabdlito  majoritdrio
observado foi produto de uma reacdo de O-
demetilagdo de uma das metoxilas da
subunidade 3,4-dimetoxifenila, formando o

T

Safrol (2)

O
Sk
(@) S/N O\
O// \b
O/

Vo

produto p-hidroxilado (11) (Esquema 3).
Estes estudos permitiram a identificacdo do
sistema do CYP450 como determinante para
o metabolismo desta molécula, bem como
das principais isoezimas de CYP envolvidas no
processo, Yo gue auxilia a prevenir possiveis
interagcbes medicamentosas. A determinacdo
do tempo de meia vida hepatico, de
aproximadamente 15 minutos para LASSBio-
448 (9), suscitou a hipdtese de um ou ambos
os metabdlitos formados serem ativos, visto
que a acdo do composto original (9) persiste
por mais de 1lh apds sua administracao
oral.®%

LASSBio-448 (9)

HO
L
%
O/

Metabdlito 1 (10)

Metabolismo in vitro :
microssomas hepaticos de ratos
CYP450

O
ST x
o N O
O// \\O
OH

Metabdlito 2 (11)

Esquema 3. Metabdlitos identificados para LASSBio-448

5. Conclusoes

O metabolismo é um grande gargalo no
processo de P&D de novos farmacos, por ser
um dos principais determinantes tanto das
propriedades farmacocinéticas como das
farmacodinamicas da maioria dos compostos
candidatos a farmacos. Em face disto, um
grande esforco tem sido direcionado para
avaliar parametros metabdlicos nos estagios
iniciais de desenvolvimento de farmacos.

Diversas abordagens para a determinagao
das caracteristicas metabdlicas estdo agora

disponiveis. Atualmente, as abordagens in
vitro na maioria das vezes produzem dados
eficientes na previsdo do comportamento in
vivo das moléculas em estudo. Os esforgos
crescentes para melhorar essa correlagao in
vitro vs. in vivo promoverdo o uso 6timo dos
dados obtidos in vitro, resultando numa
melhor tomada de decisdo sobre os proximos
passos para um dado protétipo nas demais
etapas do seu desenvolvimento.
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