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RESUMO

A resisténcia a maltiplos farmacos (multidrug resistance, MDR) constitui um
dos maiores obstaculos no tratamento do cancro. Acredita-se que um dos principais
mecanismos envolvidos na MDR seja a sobrexpressdo, em células cancerigenas, de um
transportador membranar de efluxo de farmacos dependente de ATP, a glicoproteina-P
(gp-P). A gp-P desempenha um papel significativo na absorcdo e disposicdo de muitos
farmacos, incluindo anticancerigenos. Em particular, a sobrexpressdo da gp-P em
células cancerigenas confere resisténcia ao impedir a acumulacdo intracelular de
farmacos. O objectivo deste estudo foi desenvolver e validar um método fluorimétrico
rapido e sensivel, em plasma de rato, para apoiar a identificacdo in vivo de inibidores da
gp-P, usando a rodamina 123 como uma sonda fluorescente da actividade da gp-P.

A preparacdo das amostras consistiu apenas na desproteinizacdo do plasma com
acetonitrilo. A cada aliquota (200 pL) de plasma, foi adicionado um volume igual de
acetonitrilo. A mistura foi agitada no vortex (10 s) e centrifugada a 17000 rpm durante
20 min (4° C). De seguida, 200 uL de sobrenadante foram transferidos para os pogos de
uma microplaca de 96 pogos. As concentragdes de rodamina 123 foram determinadas
por fluorimetria, utilizando comprimentos de onda de excitacdo/emissao de 480/575
nm, respectivamente.

As curvas de calibracdo obtidas para a intensidade de fluorescéncia versus
concentracdo de rodamina 123 mostraram linearidade (r* >0.998) de 0,04-4 pg/mL. O
limite de quantificacdo (LOQ) do método foi de 0,04 pg/mL. O método demonstrou ser
preciso e exacto. A imprecisdo global ndo excedeu 15% (ou 20% no LOQ) e a
inexactiddo variou dentro de £15% (ou £20% no LOQ). A rodamina 123 foi extraida a
partir das amostras de plasma com uma recuperacdo média global de aproximadamente
90%. O método foi aplicado a determinacdo da rodamina 123 em amostras reais de
plasma de ratos pré-tratados ou ndo com verapamil, aos quais foi administrada uma
dose unica de rodamina 123 (500 pg/kg, i.v.).

Este método parece ser uma ferramenta util para seguir a farmacocinética da
rodamina 123 em plasma de rato, podendo apoiar programas de screening para a

descoberta de inibidores da gp-P candidatos a farmacos.

Palavras-chave: fluorimetria, rodamina 123, plasma de rato, glicoproteina-P
I






ABSTRACT

Multidrug resistance (MDR) is a major obstacle in cancer treatment. One of the
most important mechanisms implicated in MDR is believed to be the over-expression of
the ATP-dependent drug efflux transmembrane transporter, P-glycoprotein (P-gp), in
cancer cells. P-gp plays a significant role in the absorption and disposition of many
drugs, including anticancer agents. In particular, the over-expression of P-gp in cancer
cells confers resistance by preventing the sufficient intracellular drug accumulation. The
aim of this study was to develop and validate a rapid and sensitive fluorimetry-based
assay in rat plasma to support the in vivo identification of P-gp inhibitors, using
rhodamine 123 as a fluorescent probe of the P-gp activity.

Sample preparation consisted of a single-step precipitation of rat plasma proteins
with acetonitrile. Each aliquot (200 puL) of plasma was added with an equal volume of
acetonitrile. The mixture was vortex-mixed for 10 s and centrifuged at 17000 rpm for 20
min (4 °C). Then, 200 pL of the supernatant were transferred to the wells of a 96-well
microplate. Rhodamine 123 concentrations were measured by fluorimetric detection
using the excitation/emission wavelengths of 480/575 nm, respectively.

The calibration curves prepared by plotting fluorescence intensity versus
rhodamine 123 concentrations were linear (r* >0.998) in the range of 0.04-4 pg/mL. The
limit of quantification (LOQ) of the assay was established at 0.04 ug/mL. The assay was
found to be precise and accurate. The overall imprecision did not exceed 15% (or 20%
in the LOQ) and the inaccuracy was within £15% (or £20% in the LOQ). Rhodamine
123 was extracted from rat plasma samples with an overall mean recovery of
approximately 90%. The assay was successful applied to the determination of
rhodamine 123 in real plasma samples collected from rats, pré-treated or not with
verapamil, which received a single-dose of rhodamine 123 (500 pg/kg, i.v.).

This assay seems to be a useful tool to follow the pharmacokinetics of
rhodamine 123 in rat plasma, may support screening programs for discovery of drug
candidates as P-gp inhibitors.

Keywords: fluorimetry assay, rhodamine 123, rat plasma, P-glycoprotein
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1. INTRODUCAO

A resisténcia a multiplos farmacos (multidrug resistance, MDR), intrinseca ou
adquirida, € um dos principais obstaculos ao sucesso da farmacoterapia. O fenétipo da
MDR tem sido encontrado frequentemente na sequéncia do tratamento farmacol6gico
de vaérios tipos de cancro, artrite reumatdide e epilepsia. Porém, o0s mecanismos
celulares subjacentes ndo estdo inteiramente elucidados (TAKARA et al., 2006).
Reconhece-se, no entanto, que a MDR seja um fendmeno multifactorial, mediado,
provavelmente, por multiplos mecanismos, particularmente pela presenca na membrana
plasmatica celular de proteinas de efluxo pertencentes a superfamilia de transportadores
membranares ATP-binding cassette (ABC). Estas proteinas membranares partilnam
propriedades estruturais e funcionais comuns, requerendo energia na forma de trifosfato
de adenosina (ATP) para mediarem a extrusdo activa transmembranar de substancias,
incluindo farmacos (D1 PIETRO et al., 2002; SHTIL, 2002; SHUKLA et al., 2008). Assim,
embora sejam varias as proteinas transportadoras da superfamilia ABC capazes de
contribuir para o fenétipo de MDR, a glicoproteina-P (gp-P), também designada de
MDR1 e ABCBL, € talvez o transportador de efluxo melhor caracterizado e,
presumivelmente, aquele que mais contribui para a MDR no homem (TAKARA et al.,
2006).

A resisténcia intrinseca ou adquirida aos farmacos anticancerigenos continua a
apresentar-se como um dos principais factores que tém impedido o progresso da
quimioterapia, pois tem-se observado, muitas vezes, resisténcia simultanea a diversos
farmacos anticancerigenos, mesmo que ndo tenham sido antes usados em quimioterapia.
Um namero crescente de estudos clinicos tem correlacionado a sobrexpressdo da gp-P
com a resisténcia farmacoldgica de varios tipos de cancro. De facto, a gp-P, através de
mecanismos de transporte activo de efluxo, pode contribuir significativamente para
mediar a resisténcia das células tumorais a quimioterapia, impedindo a acumulacao
intracelular dos farmacos anticancerigenos em concentragdes suficientes para promover
a morte celular (MODOK et al., 2006; TAKARA et al., 2006).

E de salientar também que, a gp-P para além de ser expressada pelas células
tumorais, €& também largamente expressada por celulas sds do organismo,

particularmente pelas células da mucosa intestinal, dos canaliculos biliares do figado,
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dos tabulos proximais do rim e pelas células endoteliais da barreira hematoenceféalica.
Desta forma, a gp-P interfere com a disposicao de inimeros farmacos que s&o substratos
desta proteina, limitando a sua biodisponibilidade ao promover a sua eliminacéo activa,
minimizando a sua exposicao sistémica e os seus efeitos farmacoldgicos, constituindo,
por isso, em circunstancias normais, uma barreira fisiologica benéfica contra
xenobioticos, mas indesejavel quando se pretende instituir determinados tratamentos
farmacologicos (MARCHETTI et al., 2007).

A expressdo da gp-P, ndo s6é em celulas tumorais mas também em indmeros
tecidos normais do organismo envolvidos nos processos de absorcdo, distribuicdo e
eliminagdo de farmacos, associada ao elevado nimero de farmacos estruturalmente ndo
relacionados, substratos da gp-P, leva a que muitos autores considerem este
transportador de efluxo como o principal factor condicionante de MDR (TAKARA et al.,
2006; BANSAL et al., 2009). No entanto, para além da gp-P, outras proteinas
transportadoras membranares pertencentes a superfamilia ABC parecem estar também
envolvidas na captacdo e extrusdo de farmacos anticancerigenos, em particular, as
proteinas de resisténcia a multiplos farmacos (multidrug resistance proteins, MRPS) e a

proteina de resisténcia ao cancro da mama (BCRP) (KUPPENS et al., 2005).

Em resultado do reconhecimento da contribuicdo significativa da gp-P para o
fendmeno da farmacorresisténcia (SHTIL, 2002), desde a década de 80 que se tém
tentado desenvolver estratégias efectivas direccionadas a inibicdo funcional ou
supressdo da expressdo da gp-P, tendo por objectivo reverter a MDR a ela associada.
Todavia, apesar da intensa investigacdo ndo-clinica e clinica desenvolvida neste ambito,
incluindo mesmo numerosos ensaios clinicos realizados em co-terapia envolvendo
farmacos anticancerigenos e inibidores da gp-P de diferentes geracdes, continua por
estabelecer uma estratégia capaz de ultrapassar a MDR mediada pela gp-P e cuja
relacdo beneficio-risco seja clinicamente favoravel (TAKARA et al., 2006; MARCHETTI
et al., 2007). Efectivamente, a aplicabilidade clinica de diversos inibidores classicos da
gp-P, como por exemplo o verapamil e a ciclosporina A, mostrou ser limitada. A baixa
afinidade destes compostos para a gp-P implica a necessidade de doses elevadas, as
quais induzem efeitos toxicos inaceitaveis. Consequentemente, persiste a necessidade de
identificar e desenvolver novos inibidores da gp-P, mais eficazes e seguros, com
potencial para minimizar o insucesso terapéutico associado, muitas vezes, a MDR

mediada por esta glicoproteina (TAKARA et al.,, 2006). Neste contexto, estéo
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actualmente em desenvolvimento clinico alguns inibidores melhorados da gp-P,
designados de inibidores da gp-P de terceira geracdo, sendo também verdade que nos
ultimos anos a comunidade cientifica tem considerado a avaliacdo de diversos extractos
de plantas e/ou dos seus constituintes na modulacdo da actividade e/ou expressdo da
gp-P (ZHou et al., 2004; MARCHETTI et al., 2007; BANSAL et al., 2008; BANSAL et al.,
2009; ALVAREZ et al., 2010). Considerando que o inibidor ideal da gp-P deva ser um
composto ndo toxico e desprovido intrinsecamente de outras acgdes farmacoldgicas
relevantes, a identificacdo de inibidores efectivos da gp-P entre os constituintes
fitoquimicos podera apresentar-se como uma estratégia promissora capaz de modular a

MDR com uma relacéo beneficio-risco favoravel (BANSAL et al., 2008).

1.1. A descoberta da glicoproteina-P

O presente ano de 2010 marca o 34° aniversario da descoberta da gp-P por
JULIANO e LING (1976).

O principal incentivo conducente a descoberta da gp-P foi a resisténcia
apresentada pelas células tumorais a uma ampla variedade de farmacos
anticancerigenos. Este facto deu inicio a investigacdo, em varios modelos de células em
cultura, de mecanismos capazes de contribuirem para o fendmeno de MDR
(GOTTESMAN e LING, 2006). Neste contexto, investigaram-se as propriedades de
resisténcia a colchicina em células de ovario de Hamster Chinés. Esta foi a linhagem
celular seleccionada porque estas células mantinham um cariétipo aproximadamente
normal e relativamente estavel em cultura, tinham capacidade para crescer em
monocamada e também em suspensdo, poderiam ser facilmente sincronizadas para
estudos do ciclo celular e, essencialmente, por permitirem o isolamento de mutantes.
Efectivamente pretendiam-se obter mutantes com a proteina de ligacdo a colchicina
(tubulina) alterada. No entanto, surpreendentemente, constatou-se que diversas linhas
celulares clonadas e caracterizadas com o fenétipo de resisténcia a colchicina
apresentavam tambeém resisténcia cruzada pleiotropica (multipla) a farmacos néo
relacionados, como a daunomicina e a puromicina. Adicionalmente, todas estas linhas
celulares exibiam uma capacidade reduzida para incorporar colchicina, a qual mostrou
ser proporcional ao grau de resisténcia ao farmaco. Porém, a capacidade de ligacéo da

colchicina aos extractos celulares ndo foi reduzida significativamente. Perante o0s
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resultados obtidos, foi entdo concluido que a resisténcia a colchicina decorria, muito
provavelmente, de alteracbes na célula que condicionavam uma reducdo da
permeabilidade a colchicina (GOTTESMAN e LING, 2006).

Face ao conceito de permeabilidade demonstrada em células mutantes resistentes
a colchicina, JULIANO e seus colaboradores recorreram a técnicas de biologia molecular
com o objectivo de marcar hidratos de carbono da superficie destas células. Esses
estudos acabariam por revelar um pico proeminente de 170 kDa especifico das células
resistentes a colchicina e correspondente a uma glicoproteina da superficie celular, a
qual foi designada de glicoproteina de permeabilidade ou glicoproteina-P (gp-P; “P” é
a letra inicial de “permeabilidade”) (JULIANO e LING, 1976). Mais tarde, tornou-se
entdo evidente que a gp-P é um dos principais responsaveis pelo efluxo activo de
farmacos anticancerigenos em linhas celulares resistentes, condicionando,
inevitavelmente, uma acumulacdo intracelular reduzida (MCDevVITT e CALLAGHAN,
2007). A descoberta e a identificacdo desta glicoproteina como um dos mecanismos
associados a MDR representou, possivelmente, uma das contribuicbes mais
significativas para o entendimento da resisténcia a quimioterapia anticancerigena
observada em diversos tipos de células tumorais (GOTTESMAN e LING, 2006). A
figura 1 resume as principais etapas subjacentes a descoberta da gp-P e relacionadas

com a investigacdo conducente a sua caracteriza¢do e modulacao.
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1983
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1989

1994
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1996

1997

2001
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2003

Resisténcia associada com uma baixa acumulacao de farmacos

A glicoproteina-P contribui para o fendtipo de MDR

Linhas celulares seleccionadas para a resisténcia

Clonagem da sequéncia mdrl humana e de murganho

Transfeccdo de células com a sequéncia mdrl

Purificacdo funcional da glicoproteina-P
Descrigcdo do modelo de local alternado para a catélise do ATP
Descrigdo da topologia correcta da glicoproteina-P

Primeira informacéo estrutural da glicoproteina-P

Descric¢do do ciclo de translocacgdo para a glicoproteina-P

Cristalizacao bidimensional da glicoproteina-P

Modelo de homologia gerado para a glicoproteina-P a partir de dados
estruturais

Figura 1. Sumario cronol6gico dos principais marcos da investigacdo relacionada com a

glicoproteina-P. (Adaptado de MCDEVITT e CALLAGHAN, 2007)



1.2. Estrutura da glicoproteina-P

No homem, a gp-P é codificada por dois genes conhecidos como MDR1
(ABCB1) e MDR3 (ABCBA4), localizados em regides adjacentes no cromossoma 7g21.
No entanto, somente o gene MDR1 codifica para a isoforma da gp-P que medeia o
efluxo activo de substéncias, incluindo farmacos, e é a Unica associada a MDR. O gene
MDR3 codifica para uma isoforma da gp-P que funciona como fosfatidilcolina
translocase ou flipase, sendo responsavel pelo efluxo deste fosfolipido para a bilis. Por
sua vez, em roedores, a gp-P é codificada pelos genes mdrla (abcbla), mdrlb (abcblb)
e mdr2 (abcb4), sendo o fendtipo de MDR conferido somente pelos genes mdrla e
mdrlb, os quais correspondem, funcionalmente, ao gene MDR1 presente nos humanos.
Nos roedores, os trés genes mdrla, mdrlb e mdr2 encontram-se agrupados no

cromossoma 5 no murganho, enquanto no rato estes genes estdo localizados na regido

cromossomica 4911—12 (ISHIKAWA et al., 2004; DEL AMO et al., 2009).

Desde a identificagdo da gp-P em 1976, que vérios esforgos tém sido feitos para
elucidar a sua estrutura, pois isso permitiria uma melhor compreensédo do seu
mecanismo de actuacdo (LIN e YAMAZAKI, 2003).

A gp-P ¢é sintetizada no reticulo endoplasmatico como um nucleo glicosilado,
com um peso molecular de cerca de 170 kDa. Esta proteina compreende 1280
aminoacidos, sendo expressada como uma cadeia Unica, contendo duas porcoes
homologas. Cada uma dessas porcdes € constituida por seis dominios
transmembranares, com um local de ligacdo ao substrato e uma regido de ligacdo ao
ATP. As duas regides de ligacdo a molécula de ATP, separadas por uma porcao
polipeptidica flexivel de ligacdo, permitem a transferéncia da energia necessaria para o
transporte transmembranar activo de efluxo mediado pela gp-P. Os dominios de ligacéo
ao ATP localizados no citoplasma, também sdo conhecidos como dominios de ligacédo
de nucledtidos (NBDs) (Figura 2). Cada um destes dominios contém trés regides: o
motivo Walker A, o motivo Walker B e 0 motivo de assinatura C (VARMA et al., 2003;
ISHIKAWA et al., 2004; BALAYSSAC et al., 2005; HENNESSY e SPIERS, 2007). Para
funcionar como um transportador, a gp-P requer também a ligacdo e hidrolise de
magnésio; tem sido proposta a contribuicdo do magnésio para a estabilizacdo do local
de ligacdo de ATP (LIN e YAMAZAKI, 2003; BANSAL et al., 2009).



Dominios transmembranares com locais

de ligac&o ao substrato (1-12)
Extracelular

Intracelular

Dominios de ligagdo de nucledtidos
(Locais de ligacéo de ATP)

Figura 2. Estrutura da glicoproteina-P. (Adaptado de DEL AMO et al., 2009; BANSAL et al.,
2009)

1.3. Mecanismo de efluxo mediado pela glicoproteina-P

A gp-P esté localizada na membrana apical das células e medeia o transporte
transmembranar activo de efluxo de muitas classes diferentes de xenobioticos, incluindo
farmacos estruturalmente muito diversos e pertencentes a diferentes grupos farmaco-
terapéuticos, por exemplo, anticancerigenos, imunossupressores, anti-hipertensores,

antibidticos e muitos outros (STOUCH e GUDMUNDSSON, 2002).

Varios modelos mecanisticos tém sido propostos com o objectivo de descrever o
mecanismo de efluxo de xenobidticos mediado pela gp-P, porém, o local exacto da
interaccdo dos substratos com a proteina ndo estd claramente estabelecido. Entre os
modelos propostos incluem-se o modelo poroso, o modelo flipase e o modelo do
aspirador a vécuo hidrofébico (hydrofobic vacuum cleaner, HVC) (Figura 3).

O modelo HVC proposto por Gottesman e Pastan em 1993 €, de entre 0s trés, o
que tem ganho uma maior aceitacdo. Segundo este modelo, a gp-P reconhece os
substratos hidrofobicos presentes na parte mais interna da membrana plasmatica,
promovendo o seu efluxo para o meio extracelular (KRISHNA e MAYER, 2000; VARMA
et al., 2003; HENESSY e SPIERS, 2007).

Recentemente, Rosenberg e colaboradores propuseram que a gp-P sofre

mudangas conformacionais na sequéncia da ligagdo dos nucleotidos aos dominios
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intracelulares de ligag&o de nucledtidos. De acordo com o modelo poroso, na auséncia
de nucleédtidos, os dominios transmembranares formam um poro Unico central que
alcanca toda a espessura da membrana celular e abre para a superficie extracelular.
Contrariamente, na presenca de nucledtidos, os dominios transmembranares
reorganizam-se em trés dominios compactos que abrem o poro central ao longo do seu
comprimento, permitindo o acesso directo de xenobidticos hidrofdbicos existentes na
bicamada lipidica ao poro central do transportador (VARMA et al., 2003; BANSAL et al.,
2009). Foi, no entanto, descrito recentemente que os substratos da gp-P se difundem
primeiramente a partir da bicamada lipidica para os locais de ligagdo aos substratos
através de gates formados entre os dominios transmembranares 5/8 e 2/11. No modelo
flipase, postulado em 1992 por Higgins e Gottesman, os substratos existentes na parte
interna da membrana plasmaética ligam-se ao ATP, sendo posteriormente translocados
da porc¢do interna para a por¢cdo externa da bicamada lipidica, a partir da qual séo
difundidos passivamente para o meio extracelular. Quer o modelo HVC quer o modelo
flipase assumem que a particdo dos substratos para a fase lipidica ocorre antes da sua
interaccdo com a gp-P (KRISHNA e MAYER, 2000; HENESSY e SPIERS, 2007; BANSAL
et al., 2009).

Figura 3. Modelos propostos para explicar o mecanismo de efluxo mediado pela glicoproteina-
P: a) modelo poroso, b) modelo flipase e ¢) modelo do aspirador a vacuo hidrofébico

(hydrofobic vacuum cleaner). (Adaptado de VARMA et al., 2003).

Ja foi referido anteriormente que a gp-P requer energia proveniente da hidrélise
do ATP para promover o transporte activo de efluxo dos seus substratos.
Concretamente, o mecanismo de transporte de efluxo mediado pela gp-P parece



compreende dois ciclos cataliticos, em que a libertacdo do difosfato de adenosina (ADP)
do local de ligagdo de nucleétidos finaliza o primeiro ciclo catalitico. Posteriormente,
tem lugar uma mudanca conformacional que reduz a afinidade da gp-P para os
substratos e nucledtidos. O segundo ciclo catalitico inicia-se com a hidrolise de uma
outra molécula de ATP, sendo a energia libertada utilizada para restaurar a glicoproteina
a sua conformacdo nativa, ligando-se de novo a ambos, substrato e nucleétidos,
permitindo a iniciacao do ciclo seguinte (VARMA et al., 2003; BANSAL et al., 2009).

1.4. Distribuicao tecidular e funcéo fisioldgica da glicoproteina-P

A expressao constitutiva da gp-P na membrana celular apical/luminal das células
polarizadas de numerosos tecidos sdos do organismo, particularmente naqueles com
funcdes excretdrias e de barreira, é sugestiva do papel fisiolégico que a gp-P
desempenha na destoxificacdo e proteccdo do organismo contra xenobioticos e
metabolitos toxicos, particularmente hidrofobicos (Figura 4). De facto, no homem, a
gp-P é expressada comummente na superficie membranar dos canaliculos biliares
hepéticos, nas células epiteliais da mucosa intestinal, na superficie apical das células
epiteliais dos tubulos renais e nas células endoteliais capilares especializadas da barreira
hematoencefalica, da placenta, dos testiculos e dos ovarios. A gp-P tem sido também
identificada em células da glandula supra-renal e em células sanguineas como 0s
linfocitos T, entre outras (VARMA et al., 2006; MARCHETTI et al., 2007; BANSAL et al.,
2009).

Pela sua distribuicdo e localizacdo particular nos principais tecidos envolvidos
nos processos de absorcdo e de eliminacdo de xenobioticos, a gp-P constitui,
efectivamente, uma barreira fisioldgica funcional importante que dita a cinética de
multiplos xenobidticos. Deste modo, limita a entrada de xenobioticos para a circulagdo
sistémica a partir do intestino, promove a sua eliminacdo hepéatica, minimiza a sua
distribuicdo para Orgéos vitais (para o cérebro, por exemplo) e limita a sua reabsor¢éo
para a circulacdo sistémica a partir dos tubulos renais (OzVEGY-LACZKA et al., 2005;
VARMA et al., 2006). Assim, em condicdes fisiologicas a gp-P apresenta-se como uma
barreira funcional benéfica minimizando a exposicdo sistémica aos xenobioticos, mas

apresenta-se também como uma barreira indesejavel e a ultrapassar quando se



pretendem instituir determinados tratamentos farmacoldgicos envolvendo farmacos
substratos da gp-P (MARCHETTI et al., 2007).

E de salientar, no entanto, que a gp-P medeia também o transporte activo de
efluxo de outros compostos hidrofobicos para além de xenobioticos, como por exemplo

lipidos, hormonas esteroides e péptidos (CASCORBI, 2006).

1.5. Expressdo da glicoproteina-P nas células tumorais

A resisténcia intrinseca (presente antes da exposi¢do inicial a quimioterapia) ou
adquirida (ao longo do decurso de tratamento) das células tumorais de diferentes tipos
de cancro aos farmacos anticancerigenos € um obstaculo importante que contribui para
0 insucesso terapéutico em mais de 90% dos doentes com cancro (OZVEGY-LACZKA et
al, 2005; OzBEN, 2006; COLEY, 2009). No entanto, muitas vezes, as ceélulas
cancerigenas manifestam resisténcia cruzada pleiotropica a farmacos anticancerigenos
estruturalmente e funcionalmente nao relacionados, mesmo antes de serem expostas a
esses farmacos, ou seja, apresentam um fendtipo de MDR (PLOUZEK et al., 1999;
OzBEN, 2006).

Vérios tém sido os mecanismos descritos para explicar o fendmeno de MDR,
nomeadamente, a sequestracdo de farmacos por alguns compartimentos intracelulares, a
activacdo de enzimas de destoxificacdo, a modificagdo dos locais de ligagdo ao farmaco,
alteracdes nos mecanismos de reparacdo do DNA, a inibicdo de vias de sinalizacdo
apoptoticas e, particularmente, a sobrexpressdo de transportadores de efluxo
dependentes de energia que promovem a extrusdo de farmacos anticancerigenos. Entre
estes transportadores de efluxo, a gp-P sobrexpressada por muitas células cancerigenas
resistentes a quimioterapia é, seguramente, aquele com maior relevancia clinica no
ambito do desenvolvimento do fendtipo de MDR (GOTTESMAN et al., 1996; COLEY,
2009). De facto, embora a gp-P desempenhe funces fisioldgicas essenciais ao mediar
determinados processos de transporte, ¢ também verdade que a sobrexpressdo desta
glicoproteina em células tumorais condiciona uma acumulag&o intracelular reduzida dos
farmacos anticancerigenos, por mediar o efluxo activo dos mesmos (Figura 4)

(KRISHNA e MAYER, 2000; MARCHETTI et al., 2007).
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Os farmacos anticancerigenos mais frequentemente associados com o fenémeno
MDR séo hidrofoébicos e incluem compostos pertencentes ao grupo dos taxanos
(paclitaxel e docetaxel), dos alcaldides da vinca (vinorelbina, vincristina e vimblastina),
das antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina e epirrubicina), das epidofilotoxinas
(etopdsido e teniposido), dos antimetabolitos (metotrexato, 5-fluorouracilo e
6-mercaptopurina) e ainda o topotecano, a dactinomicina e a mitomicina C, entre muitos
outros (OzBEN, 2006).

A expressdo da gp-P € especialmente elevada nos tumores de tecidos que
expressam fisiologicamente este transportador, tais como nos carcinomas do coélon, rim,
glandula supra-renal, pancreas e figado. Niveis intermédios de expressdo da gp-P tém
sido encontrados, no momento do diagndstico, em alguns neuroblastomas e carcinomas
dos tecidos moles e também em algumas neoplasias malignas hematologicas. Por outro
lado, os tumores do pulmao, eséfago, estdmago, ovario e mama, melanomas, linfomas,
mielomas maltiplos e algumas leucemias exibem uma expresséo baixa de gp-P. Porém,
apos tratamentos de quimioterapia, uma elevada incidéncia da expressao da gp-P foi
demonstrada em tumores da mama, leucemias mieldides agudas, linfomas e mielomas.
A positividade a gp-P em alguns tipos de cancro estd também associada a niveis
elevados de expressao de outros marcadores de resisténcia a farmacos, tais como as

MRPs e as glutationa-S-transferases da classe pi (BANSAL et al., 2009).

Perante o fendtipo de MDR manifestado por muitos tipos de células
cancerigenas, uma ampla diversidade de compostos designados de
quimiossensibilizadores foi identificada como o objectivo de reverter a condicdo de
MDR. O wuso de quimiossensibilizadores, em combinacdo com farmacos
anticancerigenos classicos, marca uma estratégia possivel e promissora na abordagem
farmacoldgica de tumores resistentes a quimioterapia. Neste contexto, uma atencao
especial tem sido atribuida a inibicdo da actividade da gp-P ao longo dos ultimos anos
(BANSAL et al., 2009; COLEY, 2009).
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1.6. A glicoproteina-P e as suas implicac¢fes farmacocinéticas

A via oral constitui a via mais popular para a administracdo de farmacos, sendo
que, muitos deles, sdo absorvidos maioritariamente no intestino delgado (CHAN et al.,
2004). Também € verdade que alguns farmacos sdo incapazes de exercerem as suas
ac¢des farmacoldgicas quando administrados por via oral, particularmente em resultado
de uma biodisponibilidade reduzida, relacionada, especialmente, com problemas de
solubilidade nos fluidos gastrointestinais, com a baixa permeabilidade através da parede
intestinal e com um elevado metabolismo pré-sistémico quer no tracto gastrointestinal
quer na primeira passagem pelo figado (SHEN et al., 2006). Assim, mediante a
administracdo de farmacos por vias extravasculares, incluindo a via oral, estes s6 serdo
eficazes se apresentarem uma biodisponibilidade suficiente capaz de proporcionar

concentracdes adequadas na biofase (local de ac¢édo) (DEL AMO et al., 2009).

Actualmente, logo desde as etapas mais precoces dos programas de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos, uma atencdo especial tem sido atribuida a
avaliacdo do potencial de absorgéo intestinal e do metabolismo dos novos candidatos a
farmacos. Pois, moléculas com propriedades farmacocinéticas favoraveis, ou seja,
capazes de passar através de biomembranas e metabolicamente estaveis, séo
potencialmente mais promissoras, apresentando, em perspectiva, uma maior
biodisponibilidade. No entanto, para além das propriedades fisico-quimicas das
moléculas (pKa, peso molecular, lipofilia e solubilidade, entre outras), também s&o
diversos os factores bioldgicos que podem condicionar a biodisponibilidade oral,
nomeadamente, a velocidade do transito gastrointestinal, o pH dos fluidos
gastrointestinais, a permeabilidade e a taxa de fluxo sanguineo na parede do tracto
gastrointestinal e o metabolismo de primeira passagem intestinal e hepatico.
Concretamente, descendo ao nivel celular e molecular, reconhece-se também que a
biodisponibilidade oral pode ser reduzida significativamente, em muitos casos, pela
existéncia de sistemas na membrana plasmatica celular que medeiam mecanismos de
transporte activo de efluxo, tais como a gp-P, que parecem actuar em sinergismo com a
actividade metabolizadora de enzimas intracelulares, sobretudo com as isoenzimas do
citocromo P450 (LIN e YAMAZAKI, 2003; KNIGHT et al., 2006).

Em termos gerais, a absorcdo intestinal de farmacos pode ocorrer por um dos

seguintes processos ou pela sua combinacdo: difusdo passiva (transcelular ou
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paracelular) e/ou transporte de influxo mediado por transportadores (HUNTER e HIRST,
1997; LIN e YAMAZAKI, 2003; DeEL AMO et al., 2009). Na realidade, muitos dos
farmacos administrados oralmente atingem a circulacdo por difuséo passiva transcelular,
sobretudo aqueles com propriedades lipofilicas. Porém, aqueles que sdo substratos da
gp-P sdo susceptiveis de sofrerem transporte transmembranar activo de efluxo, com
reducdo da sua absorcdo efectiva; uma vez no interior dos enterdcitos algumas
moléculas de farmaco, em lugar de continuarem a difundir-se para os capilares
sanguineos de acordo com o gradiente de concentracdo, sdo expulsas para o lumen
intestinal num processo mediado pela gp-P. Portanto, a gp-P expressada pelas células
epiteliais da mucosa intestinal e dos canaliculos biliares hepaticos, determina, desde
logo, a absorcdo sistémica de substratos administrados por via oral. Por outro lado,
como a gp-P é expressada também em outros tecidos com funcbes importantes de
excrecdo, como nas células epiteliais dos tubulos renais, mesmo as moléculas de
farmaco que atinjam a circulagdo sistémica ficam sujeitas a fendmenos de efluxo
mediados pela gp-P na sua passagem pelos rins (ocorrendo excre¢do urinaria) e mesmo
nas passagens adicionais pelo figado (ocorrendo excrecao biliar) (CHAN et al., 2004,
LIN e YAMAZAKI, 2003; DEL AMO et al., 2009).

Perante a distribuicdo tecidular e localizacdo celular da gp-P, € evidente que esta
proteina pode condicionar a biodisponibilidade e a farmacocinética de muitos farmacos.
Por outro lado, a implicacdo da gp-P na cinética de farmacos pode tornar-se ainda mais
relevante, dada a sobreposicdo que parece existir entre a gp-P e a isoenzima 3A4 do
citocromo P450 (CYP 3A4, principal isoenzima metabolizadora de farmacos), em
termos de especificidade de substratos, co-localizacdo e similaridade nas funcgdes de
destoxificacdo. Nos ultimos anos, muitos estudos tém-se focado no entendimento da
interacg@o entre a gp-P e a isoenzima CYP 3A4, as quais constituem duas barreiras
funcionais contra xenobidticos, incluindo muitos farmacos, cuja extensdo de exposicao
sistémica e o comportamento cinético é por elas condicionado (AGORAM et al., 2001;
PAL e MITRA, 2006). Além disso, a inibi¢cdo ou a inducdo da gp-P podem também ter
sérias implicacbes na eficacia e na seguranca de farmacos que dela sdo substratos.
Todavia, a inibicdo da actividade funcional da gp-P ou a reducdo da sua expressdo
pensa-se poder constituir uma estratégia promissora numa tentativa de ultrapassar a
resisténcia a farmacoterapia evidenciada por diversas condicBes patoldgicas, em

especial no cancro.
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1.7. A inibicdo da glicoproteina-P

Tem-se reconhecido que uma das principais limitacbes ao sucesso da
quimioterapia anticancerigena é a MDR desenvolvida pelas células tumorais de muitos
tipos de cancro. Este fendmeno parece resultar, pelo menos em grande parte, da
sobrexpressdo de determinadas proteinas membranares com funcbes de transporte
activo de efluxo, nomeadamente da gp-P. Estas proteinas promovem a extrusdo
transmembranar dos farmacos anticancerigenos, diminuindo as suas concentragdes
intracelulares nas células tumorais (THOMAS et al., 2003). Deste modo, a inibicdo da
actividade da gp-P e/ou a redugdo da sua expressdo poderdo constituir aproximagoes
para reverter o fenétipo de MDR (VERSCHAAGEN et al., 1999). Com a inibicdo da
actividade da gp-P espera-se, efectivamente, um aumento da extensdo de exposicdo
sistémica aos farmacos substratos da gp-P, quer por ocorrer um acréscimo da sua
absorcdo sistémica quer por ser reduzir a sua velocidade de eliminagdo, ou seja,
verifica-se um aumento da sua biodisponibilidade (THOMAS et al., 2003; VARMA et al.,
2003). Hoje em dia, apesar de ja estarem identificados diversos compostos com
potencial para reverter a MDR mediada pela gp-P, a verdade é que isso s6 € conseguido
mediante o0 uso de doses muito elevadas, as quais resultam em toxicidade inaceitavel

(VERSCHAAGEN et al., 1999; THOMAS et al., 2003).

1.7. 1. Inibidores da glicoproteina-P de primeira geracao

Os inibidores da gp-P de primeira geracdo sdo compostos que, para além de
terem mostrado inibir a gp-P, sdo também utilizados como farmacos para outros fins
terapéuticos. A inibicdo da gp-P, bem como de outros transportadores da superfamilia
ABC, tem vindo a ser investigada desde o inicio da década de 80 (BANSAL et al., 2009).
O primeiro estudo com vista & modulacdo farmacologica da gp-P foi realizado em 1980
por TSURUO e colaboradores (1981). Este estudo demonstrou que o verapamil (um
bloqueador dos canais de célcio) pode sensibilizar as células leucémicas P388 de
murino aos farmacos anticancerigenos vincristina e vimblastina, constatando-se um
aumento da sua acumulacéo intracelular (TSURUO et al., 1981). O verapamil, mediante
administracdo oral, proporcionou também um aumento das concentra¢fes plasmaticas e

do volume de distribuigdo da doxorrubicina e reduziu a velocidade de eliminagdo do
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farmaco. No entanto, as concentra¢des requeridas de verapamil para a reversao efectiva
da gp-P induziram toxicidade cardiovascular significativa (VARMA et al., 2003).

Para além do verapamil, muitos outros farmacos nao relacionados quimicamente
e de interesse clinico diverso foram testados com o objectivo de modular a MDR. Entre
eles incluem-se imunossupressores (ciclosporina A), antibidticos (eritromicina),
antimaléricos (quinina), antipsicéticos (trans-flupentixol e clorpromazina), alcaldides
indolicos (flufenazina e reserpina), esterdides (progesterona) e anti-esterdides
(tamoxifeno), anti-arritmicos (quinidina) e outros bloqueadores dos canais de calcio
(felodipina, nifedipina e diltiazem) (OzBEN et al., 2006; BANSAL et al., 2009). Na
figura 5 representam-se as estruturas quimicas de alguns dos principais inibidores da

gp-P de primeira geracdo, demonstrando-se, indiscutivelmente, a ampla diversidade

estrutural.
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Figura 5. Inibidores da glicoproteina-P de primeira geracdo. (Adaptado de LISCOVITCH e
LAVIE, 2002).
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De um modo geral, os ensaios clinicos com os inibidores da gp-P de primeira
geracdo falharam por vérias razGes, sendo as mais proeminentes a sua baixa poténcia
associada a sua baixa afinidade para a gp-P. Assim, a aplicacéo clinica destes inibidores
foi mal sucedida pela toxicidade inerente as concentracdes séricas necessarias para
promover a inibigéo efectiva da gp-P (THOMAS et al., 2003; OzBEN et al., 2006). Por
outro lado, interac¢des farmacocinéticas foram também observadas como resultado da
inibicdo concomitante da isoenzima CYP 3A4 (BREEDVELD et al., 2006). Para
ultrapassar estas limitacdes, varios analogos destes inibidores de primeira geracdo foram
sintetizados e testados como o objectivo de identificar moduladores da gp-P mais
potentes, menos toxicos e mais selectivos (THOMAS et al., 2003; TAKARA et al., 2006).

1.7. 2. Inibidores da glicoproteina-P de segunda geracao

Os inibidores da gp-P de segunda geracdo foram desenhados com o objectivo de
obter compostos melhorados comparativamente aos de primeira geragdo. Muitos destes
inibidores de segunda geracdo sdo analogos estruturais dos inibidores de primeira
geracdo, apresentando, porém, uma maior afinidade para a gp-P (THOMAS et al., 2003;
BREEDVELD et al., 2006).

Entre os inibidores da gp-P de segunda geracdo incluem-se o dexverapamil
(enantibmero R do verapamil sem efeitos relevantes no sistema cardiovascular), o
galopamil, o valspodar (analogo da ciclosporina A sem propriedades
imunossupressoras), o biricodar, o0 GF120918 (um derivado acridonacarboxamida), o
MS-209 (um derivado quinolona), o0 S9788 (um derivado da triazinoaminopiperidina), a
reversina 121 e a reversina 125 (THOMAS et al., 2003; BANSAL et al., 2009). O
valspodar constitui o inibidor da gp-P de segunda geracdo mais estudado e melhor
caracterizado, exibindo uma poténcia cerca de 20 vezes superior & ciclosporina A
enquanto inibidor da gp-P (VARMA et al., 2003). Os ensaios clinicos iniciais com 0
valspodar foram encorajadores, poréem, ensaios adicionais evidenciaram interac¢oes
farmacocinéticas relevantes e imprevisiveis com mdaltiplos farmacos anticancerigenos e
a provavel inibicdo de transportadores ndo relacionados com a MDR.
Consequentemente, o desenvolvimento clinico deste composto foi interrompido. Em
termos gerais, todos os inibidores da gp-P de segunda geracdo mostraram maior

poténcia e menor toxicidade que os seus percursores. Todavia, apesar de alguns terem
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evidenciado em ensaios clinicos a reversio da MDR a alguns farmacos
anticancerigenos, o potencial elevado para interac¢fes farmacocinéticas imprevisiveis
com os substratos da isoenzima CYP 3A4 limitaram a sua aplicagéo clinica (THOMAS et
al., 2003).

1.7. 3. Inibidores da glicoproteina-P de terceira geracao

Os inibidores da gp-P de terceira geragdo tém sido desenvolvidos com base em
estudos de relacéo estrutura-actividade e aplicando técnicas de quimica combinatorial,
pretendendo-se a identificacio de moléculas promissoras e melhoradas
comparativamente aos inibidores da gp-P de segunda geracdo, ou seja, que sejam
capazes de ultrapassar o fendtipo de MDR manifestado pelas células tumorais em
diferentes tipos de cancro (THOMAS et al., 2003; BANSAL et al., 2009). Os inibidores da
gp-P de terceira geracdo sdo especificos para a gp-P e extremamente potentes, exibindo
actividade inibitoria em concentracfes da ordem de nanomolar. Talvez pela sua elevada
especificidade para gp-P, até ao momento, nenhum dos inibidores de terceira geracao
testados mostrou alteracdes significativas no perfil farmacocinético plasmatico de
diversos farmacos anticancerigenos. A auséncia de interaccbes com a isoenzima
CYP 3A4 ¢é uma vantagem extremamente relevante dos inibidores da gp-P de terceira
geracdo em relacdo aos inibidores de segunda geracdo, pois minimiza o risco de
interacgdes com farmacos anticancerigenos, ndo sendo requerido o ajuste das doses
previamente estabelecidas para estes farmacos (BANSAL et al., 2009).

Entre os inibidores da gp-P de terceira geracdo incluem-se o tariquidar
(XR9576), o zosuquidar (LY335979), o laniquidar (R101933), o elacridar (GF-120918)
e 0 OC 144-093, entre outros (THOMAS et al., 2003; BANSAL et al., 2009). O tariquidar
constitui o inibidor da gp-P de terceira geracdo mais promissor, particularmente por
apresentar uma poténcia 100 a 1000 vezes superior aos inibidores da gp-P das geracoes
anteriores, uma longa duragéo de accéo e a capacidade para discriminar a gp-P de outras
proteinas que medeiam mecanismos de transporte transmembranar de efluxo. No
entanto, para além do tariquidar, muitos outros inibidores da gp-P de terceira geragédo

estdo em fase adiantada de desenvolvimento clinico (MCDEVITT e CALLAGHAN, 2007).
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De facto, embora sejam indiscutiveis as propriedades farmacoldgicas
melhoradas dos inibidores da gp-P de terceira geracdo em relacao aos inibidores da gp-P
das geracdes precedentes, € também verdade que alguns dos compostos de terceira
geracdo ja submetidos a ensaios clinicos de fase Il mostraram resultados
comprometedores. Consequentemente, alguns autores que desenvolvem investigagdo
nesta area tém sugerido recentemente que a procura de inibidores da gp-P entre os
componentes fitoquimicos de extractos de plantas podera ser uma estratégia alternativa
e promissora. Efectivamente, alguns fitoquimicos pertencentes as classes dos
flavondides e monoterpendides ja despertaram a aten¢do como potenciais inibidores da
gp-P. Estes compostos apresentam, provavelmente, as caracteristicas consideradas
ideais para os inibidores da gp-P: auséncia de outras propriedades farmacologicas
relevantes, além da inibicdo da gp-P, e auséncia de toxicidade. Por isso, estes compostos
fitoquimicos tém sido recentemente considerados candidatos com potencial para
promover um aumento da biodisponibilidade de farmacos substratos da gp-P e,
consequentemente, com potencial para ultrapassar ou atenuar a condicdo de MDR
(BANSAL et al., 2009).

1.7.4. Inibicao da glicoproteina-P por extractos ou constituintes de plantas

A utilizacdo terapéutica de plantas com propriedades medicinais é uma pratica
comum que acompanha o Homem desde as civilizagdes ancestrais. Os suplementos ou
medicamentos a base de plantas sdo considerados seguros pela populacdo em geral dada
a origem natural dos seus constituintes. Estima-se que mais de 80% da populagédo
mundial recorra a preparacdes a base de plantas para tratar condi¢cdes patologicas mais
comuns como a gripe, estados inflamatorios, doencas cardiovasculares, diabetes e
perturbacdes do sistema nervoso central (ZHoOU et al., 2007).

Muitos grupos cientificos tém estudado o efeito benéfico de produtos naturais na
prevencdo ou tratamento do cancro, inclusive, nos ultimos anos, tem-se explorado o
potencial de inibicdo da gp-P por extractos ou constituintes de plantas medicinais,
existindo ja alguns dados que corroboram esta estratégia na reversao do fenétipo de
MDR apresentado por diversos tipos de células tumorais, sensibilizando-as para a

quimioterapia anticancerigena convencional. De seguida, sdo discutidos alguns
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exemplos mais proeminentes de extractos de plantas e/ou dos seus constituintes que
demonstraram inibir a fungdo e/ou expressdéo da gp-P em diversos modelos

experimentais.

1.7.4.1. Rosmarinus officinalis

O Rosmarinus officialis, vulgarmente conhecido como alecrim, é comummente
usado na culinaria pelas suas propriedades condimentares. Porém, pela presenga entre
0S seus constituintes de compostos fendlicos com elevada actividade antioxidante, o
interesse no alecrim como antioxidante natural em alimentos tem crescido. Além da
actividade antioxidante, os constituintes fitoquimicos do alecrim parecem apresentar
também propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e anticancerigenas. Perante
estas observacgdes, extractos de Rosmarinus officialis tém sido avaliados em modelos
animais e indicaram ser antimutagénicos e ndo toxicos (PLOUZEK et al., 1999;
NABEKURA et al., 2010).

Um estudo in vitro realizado por PLOUZEK e colaboradores (1999) demonstrou
que a fraccdo metanodlica do extracto de Rosmarinus officialis promove a acumulacéo
intracelular de farmacos anticancerigenos como a doxorrubicina e a vimblastina em
células MCF-7 (linha celular humana de adenocarcinoma da mama) resistentes a
farmacos. Estes autores sugeriram que o extracto de Rosmarinus officialis inibe a
actividade da gp-P (PLOUZEK et al., 1999). Num outro estudo, NABEKURA et al. (2010)
investigaram o efeito de alguns constituintes fitoquimicos do Rosmarinus officialis
(&cido carndsico, carnosol, acido rosmarinico e acido ursoélico) na actividade da gp-P,
usando como modelo células KB-C2 de carcinoma humano que sobrexpressam esta
glicoproteina. Os resultados deste estudo demonstraram que o acido carndsico, 0
carnosol e o acido rosmanirico induziram a acumulacao intracelular de daunorrubicina e
rodamina 123 (substratos da gp-P) e esta acumulacdo foi dependente da dose. Além
disso, as células KB-C2 foram sensibilizadas pelo acido carnosico a citotoxicidade
mediada pela vimblastina. Estes resultados sdo sugestivos do interesse potencial de
alguns constituintes fitoquimicos do Rosmarinus officialis, em particular do acido
carndsico, na reversdo do fenétipo de MDR mediado pelo gp-P (NABEKURA et al.,
2010).
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1.7.4.2. Curcuma longa

Os rizomas da Curcuma longa, vulgarmente conhecida como acafrao-da-terra,
curcuma, turmérico, acafrdo-da-india, acafroa ou gengibre amarelo, tém sido muito
utilizados na alimentagio e na medicina tradicional no leste da Asia devido ao seu largo
espectro de propriedades farmacoldgicas (Hou et al., 2008; AMPAVASATE et al., 2010).
Estes rizomas, para além de melhorarem a cicatrizacdo de feridas e promoverem a
digestdo, parecem possuir também propriedades anticancerigenas, antioxidantes,
hepatoprotectoras, antialérgicas e antidepressivas. A curcumina [1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona)] € um composto fendlico e é o principal
pigmento encontrado nos rizomas da Curcuma longa. Este composto apresenta uma
vasta variedade de accdes farmacologicas, as quais incluem efeitos anticarcinogénicos e
antimutagénicos demonstrados in vitro, efeitos hipocolesterolemiantes em ratos e
hipoglicemiantes em humanos (ANUCHAPREEDA et al., 2002; Hou et al., 2008). A
toxicidade de extractos de Curcuma longa tem também sido avaliada em varios
modelos animais e, aparentemente, esta planta ndo induz efeitos tdxicos mesmo quando
usada em doses elevadas. Por todas estas raz0es, os efeitos da curcumina na expresséo e
actividade da glicoproteina-P tém vindo a ser investigados (ANUCHAPREEDA et al.,
2002).

Um estudo realizado por ANUCHAPREEDA et al. (2002) evidenciou que a
exposicdo a curcumina de células KB-V1 de carcinoma cervical humano resistentes a
multiplos farmacos reduz significativamente a expressdo da gp-P e estes efeitos sdo
dependentes da dose. O efeito da curcumina na actividade da gp-P neste modelo celular
foi também observado pela acumulacdo intracelular de rodamina 123 (substrato classico
da gp-P). Por outro lado, a sensibilidade das células a vimblastina também aumentou
com a exposicdo a curcumina (ANUCHAPREEDA et al., 2002). A curcumina também
inibiu significativamente o efluxo da digoxina (substrato classico da gp-P) mediado pela
gp-P em células L-MDR1 (células LLC-PK1 transfectadas com o gene MDR1 humano)
e em células Caco-2 (linha celular de adenocarcinoma colorrectal humano)
(AMPAVASATE et al., 2010). Assim, a curcumina parece ser capaz de modular a
expressdo e a funcdo da gp-P in vitro, podendo ser um potencial candidato para a

quimiossensibilizacdo de células cancerigenas.
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1.7.4.3. Panax ginseng

O Panax ginseng, largamente usado no oriente como produto medicinal natural
devido as suas propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias, cardiovasculares e
revitalizantes, tem ganho popularidade no ocidente nos ultimos anos (Kim et al, 2003;
COON e ERNST, 2002). Os principais constituintes activos do Panax ginseng Sdo 0s
ginsendsidos, derivados triterpendides. O ginsenosido Rh,, presente apenas no ginseng
vermelho, mostrou ser citotoxico em varias celulas cancerigenas. Além disso, o
ginsendsido Rh, induz a apoptose em células de hepatoma humano. O ginsendsido Rgs,
uma saponina do ginseng vermelho, mostrou ter uma actividade inibidora potente em
células KBV20C de carcinoma de fibroblastos humanos, tendo demonstrado capacidade
para inibir o seu crescimento. Neste contexto, KiM et al. (2003) realizaram um estudo
com o objectivo de avaliar a inibi¢do da gp-P pelo ginsenésido Rgs e determinar a sua
eficdcia in vivo. Estes autores acabaram por demonstrar que 0 Rgs promove a
acumulacdo intracelular de rodamina 123 em células KBV20C resistentes. Além disso,
0 Rg3 mostrou inibir o efluxo da vimblastina e reverteu a resisténcia a doxorrubicina e a
vincristina nestas células, sugerindo que o Rgs compete com os farmacos
anticancerigenos para o transporte de efluxo mediado pela gp-P (Kim et al., 2003). A
quimiossensibilizacdo e os efeitos mediados por outros constituintes do ginseng
(ginsendsidos protopanaxadiol, protopanaxatriol, Rb-1, Rb-2, Rc, Rg; e Re) na
acumulacdo intracelular de farmacos substratos da gp-P também foram testados em
linhas celulares de leucemia resistentes a daunorrubicina e a doxorrubicina que
sobrexpressam a gp-P. O protopanaxatriol, em particular, mostrou induzir
citotoxicidade ao promover a acumulacdo intracelular de daunorrubicina,
provavelmente, por inibicdo directa com a gp-P (CHoI et al., 2003). Os ginsenosidos
Rg:, Re, Rc e Rd também evidenciaram um efeito inibidor da gp-P, aumentando a

acumulacdo intracelular de farmacos e a expressao de antigénios tumorais.

1.7.4.4. Camellia sinensis

A Camellia sinensis, vulgarmente conhecida como cha verde, possui na sua
composicdo um elevado teor em polifendis. As catequinas sdo os principais polifendis

encontrados na Camellia sinensis. Estes compostos possuem propriedades
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quimioprotectoras, anti-aterogénicas, anticancerigenas, antimicrobianas e antioxidantes
(JODOIN et al., 2002; WANG et al., 2002). As catequinas mais abundantes na Camellia
sinensis sdo o 3-epigalocatequina galato, o 3-epicatequina galato, a 3-epigalocatequina,
a 3-epicatequina, o 3-catequinagalato e a (+)-catequina. Uma vez que estes compostos
parecem exercer efeitos anticancerigenos, eles tém sido frequentemente estudados com
0 objectivo de avaliar os seus efeitos na fungéo da gp-P. JODOIN e seus colaboradores
(2002) investigaram o efeito de polifendis da Camellia sinensis, sobretudo algumas
catequinas, e os resultados entdo obtidos indicaram que estes compostos interagem com
a gp-P em células de ovério de hamster chinés resistentes (CHRC5) e em células
Caco-2, inibindo o efluxo de rodamina 123 e de vimblastina mediado pela gp-P
(JODOIN et al., 2002). Um outro estudo efectuado por WANG et al. (2002) também
indicou que a epicatequina inibe o efluxo de rodamina 123. Estes resultados sugerem
que os polifends presentes na composicdo da Camellia sinensis podem ser potenciais
moduladores da biodisponibilidade e da exposicdo celular a substratos da gp-P,

incluindo farmacos anticancerigenos (WANG et al., 2002).

1.7.4.5. Produtos e fitoquimicos de espécies do género Citrus

1.7.4.5.1. Sumo de toranja

Ao longo dos anos tem sido sistematicamente descrito que a ingestdo de sumo de
toranja pode aumentar a biodisponibilidade de alguns farmacos e, a inibicdo da
isoenzima CYP 3A4 tem sido sugerida como o mecanismo mais provavel subjacente a
este efeito. Uma vez que a isoenzima CYP 3A4 e a gp-P parecem partilhar uma vasta
variedade de substratos, 0 sumo de toranja pode também afectar o transporte de efluxo
de farmacos mediado pela gp-P (DI MARCO et al., 2002; ROMITI et al., 2004; GLAESER
et al., 2006). Estudos realizados por WANG et al. (2001) vieram apoiar a hipétese de
alguns constituintes do sumo de toranja poderem inibir a actividade da gp-P (WANG et
al., 2001). TAKANAGA e colaboradores (1998) também demonstraram que a naringina e
a naringenina, constituintes presentes no sumo de toranja, reduzem o efluxo de
vimblastina em células Caco-2. Por outro lado, o proprio sumo de toranja também
promoveu a acumulacédo intracelular de vimblastina nas células Caco-2 e de maneira

dependente da dose. Simultaneamente, também foi examinado o efeito inibidor de
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diversos extractos organicos de sumo de toranja e os resultados mais promissores no
sugerindo que este extracto poderia conter potentes inibidores da gp-P (TAKANAGA et
al., 1998). DE CASTRO et al. (2007) também investigaram em monocamadas de células
Caco-2 a interferéncia de diversos constituintes do sumo de toranja (bergamotina,
6',7'-dihidroxibergamotina, 6',7'-epoxibergamotina, naringina e naringenina) no
tranporte de efluxo do talinolol (um substrato da gp-P). A permeabilidade ao talinolol
foi inibida selectivamente pelos diferentes constituintes do sumo de toranja, com a
furanocumarina 6',7'-epoxibergamotina a evidenciar-se como o inibidor mais potente
(DE CASTRO et al.,, 2007). RomITI et al. (2004) em estudos realizados com dois
constituintes do sumo de toranja, os flavonoides caempferol e naringenina, na linha
celular HK-2 de células tubulares proximais derivadas de rim humano, as quais
expressam quantidades apreciaveis de gp-P, demonstraram que estes dois fitoquimicos
induzem uma diminuicdo significativamente na expressdo da gp-P nestas células
(RoMmITI et al., 2004).

1.7.4.5.2. Sumo de laranja

A ingestdo diaria sumo de laranja também tem sido considerada como uma
possibilidade para reverter o fenétipo de MDR manifestado por diferentes tipos células
tumorais aos farmacos anticancerigenos (IKEGAWA et al., 2000). TAKANAGA e
colaboradores (1999) investigaram a inibicdo da gp-P por constituintes do sumo de
laranja. Os resultados conseguidos indicaram que os flavonoides heptametoxiflavona,
tangeretina e nobelitina induziram a acumulacdo intracelular de vimblastina em células
Caco-2, demonstrando potencial para a reversdao da condicdo de MDR mediada pela
gp-P (TAKANAGA et al., 1999). IKEGAWA et al. (2000) também demonstraram que a
dihidroxibergamotina e a bergamotina, outros constituintes do sumo de laranja, inibem
o efluxo da vincristina mediado pela gp-P em células leucémicas humanas, resultando,

consequentemente, na acumulagéo intracelular do farmaco (IKEGAWA et al., 2000).
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1.7.4.5.3. Outros constituintes fitoquimicos do género Citrus

A ingestdo de citrinos parece ser benéfica na reducdo de certos tipos de cancro
no homem (NABEKURA et al.,, 2008). Os limonoides sdo metabolitos secundarios
derivados da limonina presente em varias espécies do género Citrus. Esta classe de
metabolitos parece apresentar multiplas propriedades bioldgicas e farmacologicas,
incluindo propriedades insecticidas, antimicrobianas, anticancerigenas, e antimalaricas,
entre outras. Para além dos limondides, também outros fitoquimicos de espécies do
género Citrus demonstraram ter efeitos anticancerigenos, especialmente monoterpenos,
flavondides e cumarinas (EL-REDI et al., 2010).

Em particular, a interferéncia com a gp-P de diversos constituintes fitoquimicos
(aurapteno, nobiletina, citral, citronelal, limoneno, limonina e sinefrina) presentes em
espéecies do género Citrus foram investigados por NABEKURA e seus colaboradores
(2008) em células KB-C2 de carcinoma cervical humano que sobrexpressam a gp-P. Os
resultados obtidos demonstraram um aumento da acumulagdo intracelular de
daunorrubicina na presenca de aurapteno e nobiletina. Por outro lado, também a
actividade ATPase da gp-P foi estimulada por estes compostos. Globalmente, estas
observacgdes sugerem que o aurapteno e a nobiletina presentes no género Citrus tém um
efeito inibidor do transporte de efluxo mediado pela gp-P (NABEKURA et al., 2008).
Para além do aurapteno, outros flavonoides do género Citrus tém sido testados. A
diosmina mostrou aumentar a acumulacédo intracelular de rodamina 123 e de digoxina
(substratos da gp-P) em células Caco-2 (YOO et al., 2007). Num estudo conduzido por
MERTENS-TALCOTT et al. (2007) foi também avaliada a influéncia de flavonas
polimetoxiladas  (tangeretina,  nobiletina,  3,5,6,7,8,3,4'-heptametoxiflavona e
sinensetina) e de outros constituintes de género Citrus (limetina, 7-hidroxicumarina,
7-geraniloxicumarina e eriodictiol) no transporte do talinolol (substrato da gp-P) em
monocamadas de células Caco-2. O transporte de efluxo do talinolol foi avaliado na
auséncia e na presenga de diferentes concentragdes de verapamil (controlo positivo para
a inibicdo da gp-P). Os resultados obtidos indicaram uma reducdo do transporte de
efluxo do talinolol pelas flavonas polimetoxiladas, com a tangeretina a apresentar uma
maior poténcia inibitoria (MERTENS-TALCOTT et al., 2007). BAYET et al. (2007)
também isolaram, identificaram e avaliaram mdltiplos constituintes de raizes de Citrus
sinensis: cinco cumarinas (clausarina, suberosina, poncitrina, Xantiletina e
tamnosmonina), sete acridonas (acrimarina B, 2-metoxicitpressina I, citpressina I,
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buntanina, acrimarina E, honiumina e acrimarina C) e um terpendide (a limonina). Entre
estes compostos, a clausarina, a 2-metoxicitpressina | e a acrimarina E inibiram o efluxo
de farmacos mediado pela gp-P em células leucemicas K562/R7 que sobrexpressam esta
glicoproteina (BAYET et al., 2007). EL-REDI et al. (2010) avaliaram o potencial de
alguns metabolitos secundarios do Citrus jambhiri e do Citrus piriformis para reverter a
actividade da gp-P em células leucémicas humanas CEM/ADR5000 e em células
Caco-2. Os resultados obtidos indicaram que a limonina é um inibidor potente da gp-P e
potencia a citotoxicidade da doxorrubicina nas duas linhas celulares usadas como
modelos experimentais (EL-REDI et al., 2010). Globalmente, os resultados de todos
estes estudos suportam que constituintes fitoquimicos de espécies do género Citrus
podem ser bons candidatos para o desenvolvimento de novos compostos capazes de
promoverem a reversdo da actividade de efluxo mediada pela gp-P, podendo contribuir

para ultrapassar o fenétipo de MDR mediado por este transportador.

1.7.4.6. Outras espécies de plantas

Para além dos extractos ou constituintes fitoquimicos das espécies vegetais que
acabamos de discutir, é de salientar, neste &mbito, que extractos ou constituintes de
gp-P, embora de forma menos sistematica. Na tabela 1 estdo sumariadas muitas destas
espécies de plantas ja avaliadas e os modelos experimentais usados (gp-P positivos). Da
listagem apresentada é evidente a caréncia de estudos de inibicdo da gp-P realizados em

modelos in vivo.
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Tabela 1. Outras espécies de plantas cujos extractos mostraram inibir a actividade da

glicoproteina-P (gp-P) em diferentes modelos experimentais que expressam naturalmente ou séo

induzidos a expressar a gp-P.

Espécies de plantas

Modelos experimentais

Referéncias bibliograficas

Annickia kummeriae
Euphorbia lagascae
Euphorbia lathyris
Euphorbia portlandica
Echinacea pallida
Echinacea purpurea
Glycyrrhiza inflata
Harpagophytum procumbens
Haplophyllum perfuratum
Kaempferia parviflora
Mangifera indica
Marsdenia tenacissima
Cannabis sativa

Paris polyphyla

Pinus massoniana

Piper Methysticum

Phellodendron amurense

Psidium guajva

Schisandra chinensis

Scutellaria barbata
Salvia miltiorrhiza
Zanthoxyli Fructus
Caulis mahoniae
Rhodiola rosea

Ginkgo biloba

Células MCF-7 resistentes

Células L5178 de rato

Células MCF-7 resistentes

Células de linfoma de rato

Células HK-2

Células Caco-2

Células de jejuno de rato

Células HK-2

Células MDCK-MDR1

Células LLC-GA5-COL150/MDR1
Células HK-2 e Caco-2

Células HepG2/DOX

Células Caco-2 e LLC-PK1/MDR1

Células K562/R7

Células RBMECS
Murganhos com cerebroma humano

Células P388

Células MES-SA/DX5 e HCT15

Células MES-SA/DX5 e HCT15
ileo de rato

Células Caco-2
Células HepG2-DR

Células R-HepG2

Células Caco-2

Células LLC-GA5-COL150/MDR1
Células MCF7/DOX

Células Caco-2

Células Bcap37/MDR1

Owusu et al., 2004
FERREIRA et al., 2006
Jiao et al., 2009
MADUREIRA et al., 2004
RomiTi et al., 2008
HANSEN e NiLsoN, 2009
HuaNG et al., 2008
RowmiTi et al., 2009

Lim et al., 2007
PATANASETHANONT et al., 2007
CHIELI et al., 2009

Hu et al., 2008

ZHu et al., 2006

NGUYEN et al., 2009
HE et al., 2009

WEiIss et al., 2005

MiN et al., 2007

JUNYAPRASERT et al., 2007

Yoo et al., 2007
Fong et al., 2007

TANG et al., 2007

Li et al., 2008
YOSHIDA et al., 2005
WANG e YANG, 2008
HeLLum et al., 2010

WaANG et al., 2005
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1.8. Modelos para identificar inibidores da glicoproteina-P candidatos a

farmacos

As primeiras evidéncias relativas a reversdo farmacoldgica do fenotipo de MDR
induzida pela gp-P surgiram nos anos 80. Por essa altura, o verapamil (um blogueador
dos canais de célcio) e a trifluoperazina (um antagonista da calmodulina) mostraram
potenciar in vitro e in vivo a acumulacdo intracelular de vincristina em células
leucémicas com MDR. Porém, estes farmacos ndo foram bem sucedidos em estudos
posteriores (BANSAL et al., 2009). Em resultado destas observagdes iniciais muitos
esforgos tém sido dedicados, quer pela industria farmacéutica quer pela comunidade
cientifica académica, a identificacdo de inibidores da gp-P capazes serem empregues na
pratica clinica para reverter a MDR, especialmente no tratamento de diferentes tipos de
cancro. No entanto, decorridas quase quatro décadas desde a descoberta da
glicoproteina ainda esperamos pela introdugédo na clinica do primeiro farmaco inibidor
da gp-P com uma relacdo beneficio-risco favoravel. Consequentemente, persiste a
necessidade de identificar e desenvolver compostos mais eficazes e seguros como
inibidores da gp-P.

Tirando partido do conhecimento adquirido ao longo destes anos, no que
respeita a caracterizacdo estrutural da gp-P associado a dados crescentes de relacdo
estrutura-actividade e ao aparecimento de ferramentas inovadoras de quimica
combinatorial e de bioinformatica (modelos in silico), tém sido implementados
programas mais racionais de design, identificacdo e desenvolvimento de novos
inibidores da gp-P candidatos a farmacos. Apesar de alguns avangos conseguidos, a
verdade € que os resultados dos ensaios clinicos de fase Il realizados com os inibidores
da gp-P identificados mediante esta aproximagdo mais racional mostraram ser pouco
animadores. Pois, desde logo, nenhum beneficio significativo em termos de
sobrevivéncia foi conseguido com a inibi¢do da gp-P (BANSAL et al., 2009). De facto,
dada a ampla variedade de substratos e inibidores da gp-P, quimica e estruturalmente
nédo relacionados, parece-nos que o0 uso destas ferramentas inovadoras seja, neste caso,
menos promissor que perante outros alvos terapéuticos que apresentam maior
especificidade. Talvez por isso, programas sistematicos de screening empirico se
justifiquem neste caso, recorrendo, a modelos experimentais in vitro e in vivo que
expressem constitutivamente a gp-P ou neles seja induzida a expressdo desta

glicoproteina. Seguindo esta linha de raciocinio, os modelos experimentais in vitro e
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in vivo continuardo, provavelmente, a apresentar-se como ferramentas essenciais para a

Entre os modelos in vitro, aqueles utilizados mais frequentemente sdo 0s ensaios
baseados em células que expressam a gp-P de forma polarizada, de que sdo exemplo as
linhas celulares Caco-2, MDCK ou LLC-PKZ1. Estas linhas celulares expressam a gp-P
apenas na parte apical e podem ser cultivadas até a confluéncia em suportes
apropriados, possibilitando a formacdo de monocamadas celulares que permitem avaliar
0 transporte e/ou acumulacdo de substratos da gp-P. Os compostos a testar como
potenciais inibidores da gp-P, podem condicionar o transporte de marcadores da
actividade da glicoproteina e o seu potencial podera ser avaliado comparativamente a
inibidores classicos da gp-P, como por exemplo o verapamil (controlo positivo para a
inibicdo) (AszALOs, 2007).

No que se refere aos modelos in vivo usados para avaliar a inibi¢cdo da gp-P,
regra geral, sdo usados fundamentalmente ap0s a realizacdo de ensaios in vitro bem
sucedidos. Neste tipo de modelos, essencialmente roedores (murganhos e ratos), é
comum a avaliacdo da interferéncia dos compostos a testar como potenciais inibidores
da gp-P no perfil cinético de substratos marcadores da actividade de efluxo mediada
pela gp-P versus um controlo positivo para a inibicdo da gp-P (por exemplo, o
verapamil). Entre os substratos sonda mais usados para avaliar a modulacéo actividade
da gp-P estdo a rodamina 123, um composto fluorescente e ndo téxico, e a digoxina,
embora muitos outros substratos da gp-P possam ser usados. Naturalmente, estes
ensaios in vivo sdo realizados, primariamente, em roedores normais (wild-type) mdrl
(+/+), ou seja, que expressam a gp-P em condicdes fisiologicas. Porém, em
determinadas circunstancias, nomeadamente para demonstrar a interferéncia especifica
na actividade da gp-P podem ser também realizados estudos considerando como modelo
roedores knockout para a gp-P [mdrla (-/-)] versus roedores wild-type (AszALOsS, 2007).
Para além destes modelos experimentais, muitos outros podem ser usados para avaliar a
modulagéo da actividade da gp-P, incluindo, por exemplo, modelos ex vivo envolvendo
ensaios de transporte através de fatias de intestino delgado de roedores, érgdo onde a

gp-P é expressada constitutivamente (TAKEUCHI et al., 2009).

Comum a todas estas aproximacgdes para identificar potenciais inibidores da
gp-P é a necessidade de se dispor de métodos bioanaliticos capazes de proporcionarem

uma determinacao quantitativa de substratos marcadores (sonda) da actividade de efluxo
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da gp-P. Assim, a disponibilidade de métodos bioanaliticos suficientemente
desenvolvidos e validados € um pré-requisito ao pretender-se iniciar programas
sistematicos para descoberta de novos inibidores da actividade da gp-P candidatos a

farmacos.
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2. OBJECTIVOS DA DISSERTACAO

Embora se reconheca que diversos transportadores possam contribuir, pelos
mecanismos de transporte transmembranar activo de efluxo que medeiam para o
fendtipo de MDR, € hoje também aceite pela comunidade cientifica que a gp-P é o
transportador de efluxo que mais contribui para a MDR. E por isso que, desde a década
de 80, se tém tentado desenvolver estratégias direccionadas a inibicdo da actividade ou
supressédo da expressdao da gp-P, tendo por objectivo reverter a MDR por ela mediada.
Todavia, apesar da extensa investigacdo ndo-clinica e clinica conduzida neste &mbito, a
verdade é que ja passaram cerca de 30 anos desde a identificacdo dos primeiros
inibidores da gp-P e ainda aguardamos pela introducdo na clinica do primeiro farmaco
efectivo como inibidor desta glicoproteina. No entanto, a consciencializacdo da
evolucdo terapéutica que podera representar o desenvolvimento de um farmaco inibidor
da gp-P com uma relacdo beneficio-risco favoravel, particularmente no tratamento de
diversos tipos de cancro que sobrexpressam a gp-P tem estimulado cada vez mais a
investigacdo nesta area. Assim, com o intuito de se iniciar no Centro de Investigagdo em
Ciéncias da Saude (CICS) da Universidade da Beira Interior e no seio do Grupo de
Farmacometria do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNBC) da
Universidade de Coimbra uma linha de investigacdo conducente a procura de inibidores
melhorados da gp-P candidatos a farmacos, considerou-se fundamental, como ponto de
partida, o desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico, simples e rapido,
capaz de determinar quantitativamente um marcador (sonda) da actividade de efluxo da
gp-P. Pois, a disponibilidade de um método bioanalitico com estas caracteristicas € um
pré-requisito ao iniciarem-se programas sistematicos para descoberta de novos

inibidores da gp-P candidatos a farmacos.

Concretamente, 0s objectivos tracados ao delinear o trabalho conducente a esta

dissertagé@o consistiram:

* No desenvolvimento e validacdo de um método fluorimétrico capaz de
quantificar a rodamina 123 na matriz de plasma de rato. A rodamina 123, por ser um

substrato classico da gp-P, fluorescente e aparentemente ndo toxico, foi o marcador
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seleccionado com vista a avaliar a modulacdo da actividade funcional desta

glicoproteina.

* Na demonstracdo da aplicacdo do método desenvolvido a quantificacdo da
rodamina 123 em amostras reais provenientes de alguns ensaios in vivo conduzidos em
ratos e destinados a avaliar o perfil cinético da rodamina 123 na auséncia e na presenca
de um inibidor classico da gp-P (o verapamil; controlo positivo para a inibicdo da

actividade de efluxo da gp-P).
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3. MATERIAL E METODOS

Nesta seccdo descrevem-se as materias-primas utilizadas e as metodologias
experimentais empregues no desenvolvimento e validacdo do método fluorimétrico aqui
proposto para a determinacdo quantitativa da rodamina 123 em plasma de rato.
Descrevem-se também 0s ensaios experimentais executados para demonstrar a
aplicacdo do método a amostras reais, em que se pretendeu confirmar a inibicdo da
actividade da gp-P causada pelo verapamil (inibidor classico da gp-P) usando a
rodamina 123 como marcador da actividade de efluxo mediada pela gp-P.

3.1. Padrédo de rodamina 123

O padréo usado no desenvolvimento e validagdo desta técnica bioanalitica foi a
rodamina 123 (substrato marcador da actividade da gp-P), a qual foi adquirida a Sigma

(St. Louis, MO, USA, referéncia: 62669-70-9). A estrutura quimica correspondente esta

‘ COOCH,
9OSW
H,N o NH

Rodamina 123

representada na figura 6.

Figura 6. Estrutura quimica da rodamina 123 [éster metilico do &cido 2-(6-amino-3-imino-3H-

xanteno-9-il) benzoéico; formula molecular: C,;H;,CIN,O3; peso molecular: 380,83].
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3.2. Matriz bioldgica

A matriz de plasma branco de rato, isenta do analito de interesse (rodamina 123),
usada durante os ensaios de desenvolvimento e validacdo do método fluorimétrico
apresentado foi obtida a partir de ratos Wistar, machos e adultos (280-360 g), com
origem na Harlan Interfauna (Barcelona, Espanha) e criados no biotério local. Durante
todo o periodo de alojamento os ratos tiveram livre acesso a 4gua e a dieta padronizada
para roedores (4RF21, Mucedola, Italia) e foram mantidos em condicdes controladas de
ventilagdo, temperatura e humidade. As amostras de sangue foram recolhidas para tubos
heparinizados, ap6s deslocamento cervical e imediata decapitacdo. Posteriormente, o
sangue foi centrifugado a 4000 rpm durante 10 min (4 °C) e o plasma foi separado e
armazenado a —-80 °C. Todos os procedimentos de experimentacdo animal foram
realizados em conformidade com a Directiva Europeia (86/609/EEC) para a proteccao

dos animais utilizados para fins experimentais ou outros fins cientificos.

3.3. Solucdo stock, padrdes de calibracdo e amostras de controlo de
qualidade

A solucédo stock de rodamina 123 (1 mg/mL) foi preparada por dissolucdo de
uma quantidade apropriada deste composto em metanol. Posteriormente, a partir da
solucgéo stock, prepararam-se trés solugdes a 20 ug/mL, 100 pg/mL e 400 pg/mL por
diluicdo apropriada com metanol. Estas solucBes diluidas foram usadas para a
preparacdo de sete solucdes de fortificacdo (SFp1, SFpa, SFp3, SFps, SFps, SFps € SFp7)
com as concentragdes finais respectivas de 0,4 pg/mL, 0,8 ug/mL, 2 ng/mL, 4,5 ng/mL,
10 ug/mL, 20 pg/mL e 40 pg/mL usadas na preparacdo dos padrbes de calibragéo. Os
padrdes de calibragédo (Py, P2, P3, P4, Ps, Ps e P;) foram preparados nas concentracoes de
0,04 pg/mL, 0,08 png/mL, 0,2 pg/mL, 0,45 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL
mediante a adigdo de 20 pL das respectivas solugdes de fortificagdo a 180 uL de plasma
branco de rato. Amostras de controlo de qualidade (CQ) também foram preparadas,
independentemente, em plasma branco de rato nas concentragdes de 0,04 pg/mL (CQ_q,
representativa do limite de quantifica¢do), de 0,1 ug/mL (CQ, representativa da zona
baixa da gama de calibragdo), de 1,8 pg/mL (CQ,, representativa da zona média da

gama de calibragdo), e de 3,6 ug/mL (CQs, representativa da zona alta da gama de
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calibracdo). Todas as solugdes de fortificacdo, quer dos padrdes de calibracdo quer das
amostras CQ foram armazenadas a aproximadamente 4 °C, protegidas da luz, durante 15

dias.

3.4. Preparacdo das amostras

O procedimento de preparacdo das amostras de plasma consistiu num passo
Unico de precipitacdo das proteinas com acetonitrilo. A cada aliquota (200 pL) de
plasma foi adicionado um volume igual de acetonitrilo (reagente de precipitagdo). A
mistura obtida foi agitada no vortex durante cerca de 10 s e centrifugada de seguida a
17000 rpm durante 20 min (4 °C). Posteriormente, uma aliquota (200 pL) do
sobrenadante claro de cada amostra foi transferida para um po¢o de uma microplaca de
96 pocos e as concentracdes de rodamina 123 presentes determinadas por fluorimetria.
Notar que todo o procedimento de preparacdo das amostras decorreu numa sala com
reduzida luminosidade para minimizar a eventual degradacéo pela luz do fluorocromo
(rodamina 123).

3.5. Espectrofluorimetro e condicBes de deteccdo seleccionadas

As andlises fluorimétricas realizadas durante o processo de desenvolvimento e
validacio do método bioanalitico considerado foram efectuadas num
espectrofluorimetro Fluoromax-4® (Horiba Jobin Yvon) equipado com uma lampada de
xenon e acoplado a um leitor de microplacas MicroMax-384® que permite a leitura
rapida de microplacas de 96 (12 x 8) ou 384 (24 x16) pocos. Todas as medi¢des foram
realizadas a temperatura ambiente em microplacas de 96 pocos e a intensidade de
fluorescéncia da rodamina 123 foi avaliada a 575 nm (comprimento de onda de
emissdo), usando um comprimento de onda de excitagdo de 480 nm. O sistema foi

controlado pelo software FluorEssence™.
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3.6. Validacédo do método

Uma vez que ndo existem recomendacOes claras a aplicar na validacdo de
métodos bioanaliticos de fluorimetria, na validacdo do método fluorimétrico que aqui se
descreve para determinar quantitativamente a rodamina 123 em plasma de rato foram
consideradas, sempre que possivel, as recomendagdes internacionais relativas a
validacdo de metodos bioanaliticos cromatograficos destinados a estudos
farmacocinéticos de natureza ndo-clinica e clinica (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR
INDUSTRY, 2001). Neste contexto, os parametros de fiabilidade estudados na validacéo
deste método fluorimétrico foram a selectividade, a curva de calibracdo e o limite de
quantificacdo, a precisao e a exactiddo, a recuperacao e a estabilidade da rodamina 123

em plasma de rato.

3.6.1. Selectividade

A selectividade do método €é a capacidade para quantificar a rodamina 123 na
presenca de outros componentes da amostra, 0s quais podem compreender substancias
enddgenas da prdpria matriz bioldgica, metabolitos, produtos de degradacédo, impurezas
e farmacos administrados concomitantemente (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR
INDUSTRY, 2001). Neste caso, este parametro foi avaliado assumindo que pequenas
interferéncias na quantificacdo da rodamina 123 sdo aceites, desde que a precisdo e a

exactidao permanecam em limites aceitaveis (PETERS e MAURER, 2002).

A selectividade do método foi estudada, atendendo, por um lado, a interferéncia
com a intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 por parte de substancias endégenas
presentes na matriz de plasma de rato e, por outro lado, de substdncias presentes
provavelmente em amostras reais provenientes de estudos in vivo de inibicdo da
actividade da gp-P: [heparina (anticoagulante), solucdo carboximetilcelulose 0,5%
(veiculo usado frequentemente na administracdo oral de farmacos ou potenciais
inibidores da gp-P) e verapamil (um inibidor classico da gp-P usado como controlo
positivo de inibicdo)]. Para avaliar a interferéncia das substancias enddgenas da matriz
de plasma rato, amostras de plasma branco provenientes de seis animais diferentes

foram fortificadas com rodamina 123, na concentragdo correspondente ao limite de
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quantificacdo (0,04 pg/mL), tratadas e analisadas, e a intensidade de fluorescéncia
obtida (n = 6) foi comparada com a intensidade de fluorescéncia produzida por solugoes
aquosas de rodamina 123 na mesma concentrac¢do (0,04 pg/mL) e sujeitas aos mesmos
tratamentos (n = 6). Da mesma forma, a resposta obtida a partir de amostras de plasma
branco fortificadas com rodamina 123 (0,04 pg/mL; n = 6) e com 20 pL de heparina, ou
da solucéo aquosa de carboximetilcelulose a 0,5% (m/v), ou da suspenséo de verapamil
(2,5 mg/mL) em carboximetilcelulose, foi comparada com a resposta de solucbes
aquosas de rodamina 123 na mesma concentracao e sujeitas aos mesmos procedimentos
(n =6); em presenga das possiveis interferéncias (enddgenas e exdgenas) um coeficiente
de variacdo (CV) na intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 inferior ou igual a
20% e um desvio (bias) que ndo exceda £20% em relacdo a intensidade de fluorescéncia
produzida pelas solucBes aquosas de rodamina 123 na mesma concentracdo foram

definidos como indicadores da selectividade do método.

Pretendendo-se que este método possa servir de suporte a um programa alargado
de identificacdo de potenciais inibidores da gp-P seria, obviamente, impossivel testar
todos os eventuais interferentes quimicos e/ou fitoquimicos que venham a ser avaliados
como inibidores da gp-P. Portanto, sempre que se pretenda aplicar este método
bioanalitico para avaliar a modulacdo da actividade da gp-P in vivo em ratos por
extractos de plantas, fitoquimicos isolados, farmacos ou outros compostos, €
recomendado testar-se sempre a selectividade do método perante essas novas

substancias antes de se avangar com 0s ensaios in vivo.

3.6.2. Curva de calibracao e limite de quantificacdo

A curva de calibracdo ¢ a relagdo existente entre a concentracdo do analito e a
resposta e, obviamente, deve ser estabelecida recorrendo a um nimero suficiente de
padrbes de calibracdo preparados na matriz biologica branca fortificada com
concentragdes conhecidas do analito, as quais devem abranger toda a gama de
concentracdes esperada. Porém, ndo ha recomendacOes claras quanto ao nimero de
niveis de concentracdo a estudar nem quanto ao numero de replicados a analisar por
nivel de concentragdo. SHAH et al. (2000) referem que a curva de calibracdo deve ser

estabelecida com um minimo de 5 padrdes de calibracdo, excluindo os brancos da
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amostra, e recorrendo ao modelo mais simples que defina adequadamente a relagéo

concentragédo-resposta (SHAH et al., 2000).

Para estudar a linearidade do método fluorimétrico na determinacdo da rodamina
123 foram construidas curvas de calibragdo em seis dias diferentes (n = 6), com sete
padrdes de calibracdo preparados em plasma branco de rato, na gama de concentragao
0,04-4 ug/mL. As curvas de calibracdo foram tracadas considerando a relacdo da
intensidade de fluorescéncia (IF) da rodamina 123 versus a concentracdo de rodamina
123 (C) adicionada. Os dados foram sujeitos a analise de regressdo linear simples
(IF = aC + b) e a curva de calibracdo repetida aquando da obtencdo de um coeficiente
de regressao linear inferior a 0,995. A qualidade da curva de calibracdo foi assegurada
por desvios em relacdo a concentragdo nominal que ndo excedessem 15% ou 20% no

limite de quantificagdo (GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001).

O limite de quantificacdo do método fluorimétrico para a rodamina 123 foi
estabelecido como a concentracdo mais baixa da curva de calibracdo capaz de ser
medida com precisdo (CV inferior ou igual a 20%) e exactiddo (bias que ndo exceda
+20%] aceitaveis. O limite de quantificacdo foi avaliado pela analise em replicado
(n = 6), intra e interdia, de amostras de plasma fortificadas com rodamina 123 na

concentracdo mais baixa da gama de calibracéo (0,04 pg/mL; CQ_g).

3.6.3. Precisao e exactidao

A precisdo e a exactiddo de um método bioanalitico, na determinacdo de
concentra¢fes conhecidas do analito na matriz bioldgica, tém que ser demonstradas
durante o processo de validacdo (SHAH et al., 2000). De facto, a precisdo e a exactiddo
determinam conjuntamente o erro dos resultados analiticos e sdo o critério primario ao
avaliar a capacidade de um método (BRESSOLLE et al., 1996).

A precisdo descreve o grau de concordancia entre as determinag@es individuais
de um analito quando um procedimento € aplicado repetidamente a aliquotas de uma
amostra homogénea (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001). Este
parametro pode ser considerado em trés categorias: repetibilidade (precisdo intradia),

precisdo intermédia (precisao interdia) e reprodutibilidade (preciséo entre laboratérios)
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(GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001; PETERS e MAURER, 2002). A precisdo reflecte a
distribuicdo dos resultados analiticos em redor do valor médio correspondente e é
avaliada pela percentagem do CV [CV (%) = (desvio padrdo/média) x 100] (SHAH et
al., 2000; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001).

A exactiddo descreve o grau de proximidade entre os resultados médios
proporcionados pelo método analitico e o valor verdadeiro do analito presente na
amostra. Este parametro pode ser estudado pela analise de amostras com concentragdes
conhecidas e por comparacdo da concentracdo média das determinacgdes efectuadas com
a concentracdo tedrica ou nominal (GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001). A exactiddo é
vulgarmente avaliada intra e interdia e € expressa pela percentagem do bias, desvio em
relagdo ao valor de referéncia {bias (%) = [(Cmedia — Cnominat)! Cnominal] X 100}.

A precisdo e a exactiddo podem ser estimadas a partir dos dados analiticos
resultantes da analise em replicado de amostras de CQ. Para aplicacGes bioanaliticas é
recomendado que a precisdo e a exactiddo sejam estudadas em, pelo menos, 3
concentracdes diferentes (baixa, média e alta) representativas da gama de concentracdes
esperada, recorrendo a um minimo de 5 determinacfes por nivel de concentracdo. A
precisdo ndo deve exceder 15% de CV, ou 20% no limite de quantificag&o.
Relativamente a exactiddo, o valor médio deve estar compreendido em +£15% do valor
nominal, ou £20% no limite de quantificacdo (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR

INDUSTRY, 2001).

A precisdo e a exactiddo dos resultados foram avaliadas, intra e interdia, em
replicado (n = 6), atraves dos dados obtidos com amostras de CQ preparadas em plasma
de rato, em trés concentracbes diferentes representativas da gama de calibracdo
considerada. As concentragdes testadas foram 0,1 ug/mL (CQg, representativa da zona
baixa da gama de calibracdo), 1,8 ug/mL (CQ,, representativa da zona média da gama
de calibracdo) e 3,6 ug/mL (CQgs, representativa da zona alta da gama de calibracéo).
Concretamente, para estas concentragdes, o critério de aceitacdo para a precisdo
estabelecido foi um valor de CV que ndo exceda 15% e para a exactiddo um valor de
bias dentro de £15%.
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3.6.4. Recuperacgéao

A recuperacdo de um analito € um indicador da eficiéncia de extrac¢do do
processo analitico, a qual é referida como a percentagem da resposta do analito apés a
extraccdo da matriz bioldgica comparativamente aquela obtida a partir de uma solugédo
(SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001). As amostras bioldgicas, pela sua
composicao intrinseca, muitas vezes nao podem ser analisadas directamente, devendo
ser previamente submetidas a processos de preparacdo mais ou menos complexos, para
eliminar possiveis substancias interferentes e extrair os analitos em condigdes
adequadas a analise instrumental. Todas estas etapas de pré-tratamento das amostras
conduzem, inevitavelmente, a perdas nos analitos, sendo importante estimar a
capacidade de recuperacdo destes a partir da matriz bioldgica. A recuperacdo ndo
necessita de ser 100%, mas a extensdo em que ocorre deve ser consistente, precisa e
reprodutivel. A recuperacdo deve ser estudada em replicado e em pelo menos 3
concentracdes diferentes (baixa, média e alta) representativas da gama de concentracdes

esperada (GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001).

A recuperacdo da rodamina 123 a partir das amostras de plasma de rato foi
estudada, através de analises, em replicado (n = 6), nas concentragdes de 0,1 pg/mL
(CQq, representativa da zona baixa da gama de calibracdo), 1,8 pg/mL (CQg,
representativa da zona média da gama de calibracdo) e 3,6 ug/mL (CQj3, representativa
da zona alta da gama de calibracdo). A recuperacdo da rodamina 123 a partir das
amostras de plasma de rato foi estimada comparando a intensidade de fluorescéncia da
rodamina 123 obtida a partir de amostras de plasma fortificadas e processadas versus a
intensidade de fluorescéncia obtida a partir de solucBes aquosas fortificadas as mesmas

concentracgdes e sujeitas a0 mesmo processamento (representam 100% de recuperacao).

3.6.5. Estabilidade na matriz bioldgica

A estabilidade do analito nas matrizes bioldgicas depende das condicgdes de
armazenamento, do sistema de acondicionamento, das propriedades quimicas da
substancia, do tipo de matriz e até da espécie animal (GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001).

Um preé-requisito fundamental para garantir que os resultados quantitativos obtidos sdo
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fidedignos é a estabilidade do analito ao longo de todo o procedimento bioanalitico.
Como a degradacdo dos analitos é susceptivel de ocorrer nas matrizes bioldgicas, é
importante documentar a estabilidade destes entre a colheita e a analise das amostras.
Assim, no processo de validacdo de um método analitico devem ser incluidos ensaios de
estabilidade na matriz bioldgica nas condigbes tipicas de processamento e
armazenamento das amostras (PETERS e MAURER, 2002).

A estabilidade do analito na matriz biologica € testada por comparacdo dos
resultados obtidos em amostras de CQ, analisadas antes (amostras de referéncia) e
depois de serem submetidas as condi¢cdes dos ensaios de estabilidade (amostras de
estabilidade). Os estudos de estabilidade devem ser executados no minimo em dois
niveis de concentracdo (baixo e alto) representativos da gama de calibracdo e, pelo

menos, em triplicado (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001).

A estabilidade da rodamina 123 foi avaliada em plasma de rato, mediante a
anélise, em replicado (n = 6), de amostras de CQ nas concentrac¢des de 0,1 ug/mL (CQq,
representativa da zona baixa da gama de calibracéo) e 3,6 pg/mL (CQjs, representativa
da zona alta da gama de calibragcdo). A estabilidade foi estudada durante 2 h a
temperatura ambiente, 4 h a 4 °C e durante 5 dias a —80 °C, simulando as condigdes de
manipulacdo e de armazenamento das amostras que antecedem a analise. A estabilidade
foi estimada por comparacdo dos dados obtidos a partir das amostras de CQ analisadas
antes (amostras de referéncia) e depois (amostras de estabilidade) de expostas as
condigBes de estabilidade previamente mencionadas. Como critério de estabilidade
estabeleceu-se que a diferenca em percentagem entre os dados resultantes das amostras

de estabilidade e de referéncia deve estar compreendida em £15%.

3.6.6. Aplicacao do método e farmacocinética da rodamina 123

A aplicagdo do metodo fluorimétrico desenvolvido e validado para a
quantificacdo da rodamina 123 em amostras reais de plasma de rato foi demonstrada,
mediante a confirmacdo in vivo da inibicdo da actividade da gp-P mediada pelo
verapamil (controlo positivo para a inibicdo da gp-P), ou seja, avaliou-se o perfil

farmacocinético da rodamina 123 (substrato classico da gp-P) quando administrada por
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via intravenosa em ratos Wistar, na auséncia e na presenga de pré-tratamento com
verapamil.

Para tal, 10 ratos Wistar, machos e adultos (280-360 g) foram divididos em dois
grupos de cinco animais cada (n = 5). Na véspera das experiéncias 0s animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina/clorpromazina e foi-lhes introduzido um
cateter intravenoso periférico (22 G; Introcan® Safety, B. Braun) na veia lateral da
cauda de forma a permitir a administracdo intravenosa da rodamina 123 e a colheita
subsequente de amostras de sangue ao longo do tempo. Durante a noite os ratos
recuperaram da anestesia e foram mantidos em jejum, tendo livre acesso apenas a agua.

Para avaliar a interferéncia do verapamil com a actividade da gp-P, os ratos
foram sujeitos 2 h antes da administracdo intravenosa de rodamina 123 aos seguintes
pré-tratamentos por via oral (gavage): Grupo | (veiculo, solucdo de
carboximetilcelulose a 0,5%; controlo) e Grupo Il (25 mg/kg de verapamil em
carboximetilcelulose a 0,5%; controlo positivo para a inibicdo da gp-P). Duas horas
apos os tratamentos indicados procedeu-se entdo a administracdo intravenosa em bolus
de uma dose de rodamina 123 (500 pg/kg) a cada um dos animais dos diferentes grupos
através do cateter implantado na cauda, seguindo-se, de imediato, a administracéo
adicional de um bolus intravenoso (300 uL) de soro fisioldgico a 0,9% para permitir que
toda a rodamina 123 previamente administrada entrasse na circulacdo sanguinea,
minimizando assim a retencdo de residuos de rodamina 123 no cateter. Para caracterizar
o perfil cinético da rodamina 123, nas diferentes condi¢cdes experimentais, procedeu-se
a colheita de amostras de sangue (~ 400 pL) em cada um dos animais aos seguintes
tempos: 0,083 (5 min), 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6 e 10 h apds a administracdo da rodamina
123. Salientar também que se procedeu a colheita de uma amostra de sangue 15 min
antes da administracdo de rodamina 123; esta colheita teve por objectivo investigar a
interferéncia potencial de metabolitos do veiculo ou do verapamil gerados in vivo na
quantificacdo da rodamina 123 (esta amostra constitui mais um teste a selectividade do
método). As amostras de sangue foram recolhidas para tubos heparinizados e de
imediato colocadas em gelo em ambiente escuro e, logo que possivel, centrifugadas a
4000 rpm durante 10 min (4 °C). O plasma (sobrenadante) foi separado e armazenado a
—80 °C até a andlise fluorimetrica das concentraces de rodamina 123. No final da
experiéncia os animais foram sacrificados. A experimentacdo animal foi conduzida em
conformidade com a Directiva Europeia (86/609/EEC) para a protec¢do dos animais

utilizados para fins experimentais ou outros fins cientificos.
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Os perfis plasmaticos médios concentragdo-tempo obtidos para a rodamina 123
nas diferentes condi¢cBes experimentais (presenca e auséncia de pré-tratamento com
verapamil) foram sujeitos a uma analise farmacocinética ndo-compartimental a fim de
obter os principais parametros farmacocinéticos de interesse neste contexto, ou seja, 0s
parametros farmacocinéticos que melhor traduzem a extensdo de exposicao sistémica a
rodamina 123: a area sob a curva concentracdo-tempo (area under the curve, AUC)
desde o tempo zero até ao ultimo tempo (t) de amostragem com concentracao igual ou
superior ao limite de quantificagdo do método (AUC,.) e a AUC desde o tempo zero até
ao infinito (AUCy.,). A andlise farmacocinética foi realizada recorrendo ao software
WINNONLIN® versdo 1.1 (Pharsight Co, Mountain View, CA, USA). Os parametros
farmacocinéticos estimados para a rodamina 123, caracteristicos dos perfis plasmaticos
médios concentracdo-tempo obtidos mediante os diferentes tratamentos, foram
comparados como objectivo de inferir acerca da inibicdo da actividade da gp-P mediada

pelo verapamil.
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4. RESULTADOS

Nesta seccdo apresentam-se 0s resultados decorrentes da validagdo do método
fluorimétrico descrito para a determinacdo quantitativa da rodamina 123 em plasma de
rato. Por outro lado, apresentam-se também os resultados obtidos nos ensaios
experimentais executados para demonstrar a aplicacdo do metodo a quantificacdo da

rodamina 123 a partir de amostras reais de plasma de rato.

4.1. Validacdo do método fluorimétrico para determinacédo da rodamina 123

4.1.1. Selectividade

A selectividade do método fluorimétrico para a determinacdo quantitativa da
rodamina 123 foi demonstrada no limite de quantificacdo (0,04 pg/mL) em relagdo as
interferéncias enddgenas da propria matriz de plasma de rato e em relagdo aos
compostos exdgenos testados (heparina, solucdo de carboximetilcelulose e verapamil
em carboximetilcelulose). Pois, a intensidade de fluorescéncia foi consistente
(CV <17,8%) nas amostras de plasma branco fortificadas com rodamina 123 e nas
amostras de plasma fortificadas com rodamina 123 mais heparina, rodamina 123 mais
carboximetilcelulose e rodamina 123 mais verapamil em carboximetilcelulose. Por
outro lado, a intensidade de fluorescéncia proporcionada pela rodamina 123 nestas
amostras ndo diferiu significativamente (bias variou de —15,1% a 18,1%) da intensidade
de fluorescéncia da rodamina 123 em solucGes aquosas sujeitas a0s mesmos tratamentos
(Tabela 2). No entanto, sempre que estejam em causa estudos que envolvam potenciais
interferentes para além dos testados aqui, recomenda-se que a selectividade do método

seja verificada perante esses novas substancias antes da sua aplicacao.
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Tabela 2. Variabilidade da intensidade de fluorescéncia (CV %) e interferéncia (bias %) de
substancias (endégenas a matriz de plasma de rato e exdgenas) na intensidade de fluorescéncia
da rodamina 123 na concentragdo correspondente ao limite de quantificacdo (0,04 pg/mL)
(n=6).

Interferentes CV (%) Bias" (%)
Plasma branco 13,3 8,3
Plasma branco/heparina 9,5 15,1
Plasma branco/carboximetilcelulose 14,5 9,3
Plasma branco/verapamil em carboximetilcelulose 17,8 -10,3

* Em relacéo & intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 em soluges aquosas fortificadas na concentragio de
0,04 pg/mL (n = 6) e sujeitas aos mesmo procedimentos.

4.1.2. Curva de calibracao e limite de quantificacao

As curvas de calibragdo obtidas em plasma de rato ao longo de 6 dias (n = 6)
demonstraram linearidade para a rodamina 123 na gama de concentracBes de
0,04-4 pg/mL. As equacdes e o coeficiente de regressdo (r’) das curvas de calibragdo
obtidas sdo apresentados na tabela 3. Os resultados suportam uma boa linearidade entre
a intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 e a respectiva concentracéo, sendo a
recta média obtida a seguinte: IF = 1,917x10°C + 1,797x10° (r* > 0,9995).

Tabela 3. Curvas de calibragéo para a rodamina 123 em plasma de rato (n = 6).

Farmaco Padrdes calibracdo (ng/mL)  Equacéo de regressio® r?

Rodamina 123 (Dia1)  0,04; 0,08; 0,2; 0,45; 1; 2; 4 IF = 1,928x10°C + 1,766x10°  0,9997
Rodamina 123 (Dia2)  0,04; 0,08; 0,2; 0,45; 1; 2; 4 IF = 1,836x10°C + 2,378x10°  0,9999
Rodamina 123 (Dia3)  0,04; 0,08; 0,2; 0,45; 1; 2; 4 IF = 1,957x10°C + 2,000x10°  0,9991
Rodamina 123 (Dia 4) 0,04; 0,08; 0,2; 0,45;1;2; 4 IF = 1,950x10°C + 1,798x10°  0,9988
Rodamina 123 (Dia5)  0,04; 0,08; 0,2; 0,45; 1; 2; 4 IF = 1,879x10°C +2,217x10°  0,9995

Rodamina 123 (Dia 6) 0,04; 0,08; 0,2; 0,45; 1, 2; 4 IF =1,951x10°C + 1,797x10°>  0,9998

Recta Média IF =1,917x10°C + 1,797x10° 0,9995

IF = bC + a, em que C ¢ a concentragdo de rodamina 123, expressa em (ug/mL), e IF é a intensidade de
fluorescéncia, expressa em contagens por minuto (CPS), b é o declive e a é a interseccéo na origem.; r?, coeficiente
de regresséo.
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O limite de quantificagdo do método foi estabelecido em 0,04 pug/mL para a
rodamina 123, pois esta é a concentracdo mais baixa da gama de calibragdo considerada

e quantificada intra e interdia (n = 6) com preciséo e exactidao aceitaveis (Tabela 4).

Tabela 4. Precisdo (CV %) e exactiddo (bias %) para a determinacdo da rodamina 123 em
plasma de rato na concentragéo correspondente ao limite de quantificagdo (n = 6).

Zf\gr/ﬁaf)o/Concentragao nominal Co?ls/(lez(tﬁr:(fi)) ;Tizr/”n:}f;tal CV (%) Bias (%)
Intradia

Rodamina 123 0,04 0,045+ 0,014 10,4 -13,6
Interdia

Rodamina 123 0,04 0,035+ 0,012 8,96 12,1

DP, Desvio padréo.

4.1.3. Precisao e exactidao

Os resultados da precisdo e exactiddo do método analitico obtidos intra e
interdia com a analise de amostras de CQ preparadas em plasma de rato estdo resumidos
na tabela 5.

Tabela 5. Precisdo (CV %) e exactiddo (bias %) na determinagdo da rodamina 123 em plasma
de rato nas concentragdes de 0,1 pg/mL (CQy), 1,8 ug/mL (CQ,) e 3,6 pg/mL (CQ3) (n = 6).

I(:l?gr/rl?lallj:)o/Concentragao nominal Cor(lls/?zsirstf;)) ;):E)legr/l[;nlti;tal CV (%) Bias (%)
Intradia

Rodamina 123 0,1 0,094 + 0,013 7,1 57
Rodamina 123 1,8 1,910 £ 0,187 9,3 -6,1
Rodamina 123 3,6 3,910+ 0,113 2,8 -8,6
Interdia

Rodamina 123 0,1 0,090 + 0,015 7,8 9,7
Rodamina 123 1,8 2,009 + 0,119 5,7 -11,6
Rodamina 123 3,6 3,931 + 0,092 2,3 -9,2

DP, Desvio padréo.
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Atendendo a globalidade dos dados analiticos, intra e interdia, o valor do CV foi
<9,3% ¢ o bias variou entre -11,6% e 9,7%. Estes resultados indicam que a técnica
desenvolvida é precisa e exacta para a determinacdo quantitativa da rodamina 123 em

plasma de rato, pois os limites aceitaveis para a precisdo e exactiddo sdo cumpridos.
4.1.4. Recuperacgao
A recuperagéo da rodamina 123 a partir da matriz de plasma de rato foi estimada
e o0s resultados obtidos apresentam-se na tabela 6. A analise dos dados revela que a

recuperacdo média da rodamina 123 é elevada e variou de 89,0% a 95,9%.

Tabela 6. Recuperacdo (%) da rodamina 123 a partir de plasma de rato nas concentrac@es de 0,1
pug/mL (CQ,), 1,8 ug/mL (CQ,) e 3,6 ug/mL (CQs) (n = 6).

Farmaco/Concentracio nominal (ug/mL) Recuperacdo média (%)
Rodamina 123 01 89,0%
Rodamina 123 18 91,3%
Rodamina 123 3,6 95,9%

4.1.5. Estabilidade da rodamina 123 na matriz bioldgica

Pode constatar-se, a partir dos dados de estabilidade obtidos, que ndo foi
observada qualquer degradacdo significativa da rodamina 123 em plasma de rato
quando amostras fortificadas foram mantidas durante 2 h a temperatura ambiente, 4 h a
4 °C ou durante 5 dias a —80 °C (Tabela 7). Notar que durante todo o periodo de
armazenamento as amostras foram mantidas no escuro. Assim, a rodamina 123 é estavel
na matriz de plasma de rato nas condic¢des estudadas, as quais simulam as condigOes de

manipulacdo e de armazenamento das amostras que antecedem a analise fluorimétrica.
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Tabela 7. Estabilidade (valores em %) da rodamina 123 em plasma de rato nas concentracdes

de 0,1 pg/mL (CQ,) e 3,6 pg/mL (CQ;3) (n = 6).

Concentrac¢io nominal (ug/mL)

Ensaios de estabilidade da rodamina 123

0,1 3,6
Temperatura ambiente (2 h) 87,9% 89,1%
4°C (4 h) 91,3% 96,2%
—80 °C (5 dias) 97,2% 98,5%

4.2. Aplicacao do método e farmacocinética da rodamina 123 no rato

4.2.1. Perfil plasmatico da rodamina 123 na auséncia de verapamil

As concentragdes plasméticas de rodamina 123 foram avaliadas, durante um
periodo de 10 h, ap6s a administragdo em boélus intravenoso de uma dose Unica de 500
pug/kg de rodamina 123 a ratos Wistar pré-tratados oralmente, 2 horas antes da
administracdo de rodamina 123, com uma solucdo de aquosa de carboximetilcelulose
(veiculo). As concentragdes plasméticas de rodamina 123 foram determinadas mediante
a aplicacdo do método fluorimétrico desenvolvido e sdo apresentadas na tabela 8. Na
figura 7 estdo representados os perfis plasmaticos médios concentracdo-tempo obtidos
para a rodamina 123 nas condi¢des experimentais indicadas (na auséncia de pré-

tratamento com verapamil, inibidor cléssico da gp-P).
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Tabela 8. Concentragdes plasmaticas de rodamina 123 apds a administracdo intravenosa em

bolus de uma dose Unica de 500 pg/kg a ratos Wistar pré-tratados com carboximetilcelulose

(n=5).
Ratos
Tempo (h) Média® DP® cV®
1 2 3 4 5
0,083 2,592 2,813 3,067 2,559 1,915 2,589 0,428 16,5
0,250 0,750 0,958 3,491 2,432 0,913 1,709 1,206 70,6
0,500 0,392 0,215 0,962 1,029 0,482 0,606 0,369 60,8
1,00 0,260 0,298 2,038 0,650 0,133 0,676 0,785 116,2
2,00 0,245 0,062 0,937 0,396 0,076 0,343 0,359 104,6
4,00 0,179 0,141 0,679 0,079 0,040 0,224 0,260 116,4
6,00 0,434 0,042 0,684 0,213 0,052 0,285 0,274 96,0
10,0 0,091 0,054 0,455 0,101 0,040 0,148 0,173 117,0
@ Média, pug/mL; ° Desvio padrio; ¢ Coeficiente de variacéo, %.
4
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Figura 7. Perfis plasmaticos concentracdo-tempo obtidos para a rodamina 123 em ratos Wistar,

pré-tratados com carboximetilcelulose, apds a administracdo intravenosa em boélus de uma dose
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Unica de 500 pg/kg de rodamina 123. Os simbolos representam a médiatdesvio padrdo de 5

determinagdes por ponto do tempo (n = 5).

Tal como indicado no protocolo, 15 min antes da administragdo de rodamina
123, ou seja, 1,45 h apds o pré-tratamento oral com a solucdo aquosa de
carboximetilcelulose foi colhida uma amostra de sangue de cada um dos animais para
garantir a selectividade do método perante eventuais metabolitos gerados in vivo. A
andlise dessas amostras indicou uma intensidade de fluorescéncia correspondente a
concentragdes muito inferiores ao limite de quantificacdo do método, reforcando a

selectividade do método para a determinacdo da rodamina 123 em plasma de rato.

4.2.2. Perfil plasmatico da rodamina 123 na presenca de verapamil

As concentragdes plasméticas de rodamina 123 foram avaliadas, durante um
periodo de 10 h, apds a administracdo em bolus intravenoso de uma dose Unica de 500
ug/kg de rodamina 123 a ratos Wistar pré-tratados oralmente, 2 horas antes da
administracdo de rodamina 123, com uma dose Unica de verapamil (25 mg/kg) em
carboximetilcelulose (veiculo). As concentracbes plasmaticas de rodamina 123
determinadas apresentam-se na tabela 9. Na figura 8 estdo representados os perfis
plasméaticos médios concentracdo-tempo obtidos para a rodamina 123 nas condicGes
experimentais indicadas (na presenca de pré-tratamento com verapamil, inibidor

classico da gp-P).
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Tabela 9. Concentragdes plasmaticas de rodamina 123 apds a administracdo intravenosa em
bolus de uma dose Unica de 500 ug/kg a ratos Wistar pré-tratados com verapamil em
carboximetilcelulose (n = 5).

Ratos
Tempo (h) Média® DPP CcV*
1 2 3 4 5

0,083 2,318 3,016 3,195 3,069 3,497 3,019 0,434 14,4
0,250 2,393 2,551 2,959 3,463 3,296 2,932 0,461 15,7
0,500 0,770 0,609 1,551 1,961 1,149 1,208 0,556 46,1
1,00 0,581 0,336 0,449 0,582 1,289 0,647 0,373 57,6
2,00 0,822 0,598 2,051 1,237 1,858 1,313 0,633 48,2
4,00 0,968 0,678 0,210 1,334 0,661 0,770 0,416 54,0
6,00 0,118 0,157 0,637 0,661 0,294 0,373 0,260 69,6
10,0 0,062 0,067 0,089 0,078 0,053 0,070 0,014 20,1

@ Média, pug/mL; ° Desvio padrio; ¢ Coeficiente de variacéo, %.

—o— Rodamina 123 (Verapamil)
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Figura 8. Perfis plasméticos concentracdo-tempo obtidos para a rodamina 123 em ratos Wistar,
pré-tratados com verapamil em carboximetilcelulose, apds a administracdo intravenosa em
bolus de uma dose Unica de 500 pg/kg de rodamina 123. Os simbolos representam a
médiatdesvio padréo de 5 determinacdes por ponto do tempo (n = 5).
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A analise das amostras de sangue colhidas de cada um dos animais 15 min antes
da administracdo de rodamina 123, ou seja, 1,45 h apds pré-tratamento oral com
verapamil em carboximetilcelulose, indicou uma intensidade de fluorescéncia
correspondente a concentracdes bastante inferiores ao limite de quantificacdo do
método, indicando que possiveis metabolitos do verapamil gerados in vivo ndo
comprometem a selectividade do método para a determinacdo da rodamina 123 em

plasma de rato.

4.2.3. Analise farmacocinética dos perfis plasmaticos de rodamina 123

As concentracdes plasmaticas médias obtidas, em funcdo do tempo, para a
rodamina 123 foram sujeitas a uma analise cinética ndo-compartimental. Para melhor
visualizar as diferencas existentes entre os perfis de rodamina 123 na auséncia e na
presenca de pré-tratamento com verapamil, os perfis plasmaticos médios obtidos foram
representados conjuntamente (Figura 9) e os principais parametros farmacocinéticos

estimados apresentam-se na tabela 10.
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—e— Rodamina 123
—&— Rodamina 123 (Verapamil)

Concentracao (pg/mL)
N
1

Tempo (h)

Figura 9. Perfis plasméaticos médios concentragdo-tempo de rodamina 123 obtidos em ratos
Wistar ap6s a administracdo intravenosa em bdlus de uma dose Unica de 500 pg/kg de rodamina
123, na auséncia e na presenca de pré-tratamento com verapamil. Os simbolos representam a
média de 5 determinacdes por ponto do tempo (n = 5).

Tabela 10. Pardmetros farmacocinéticos plasmaticos para a rodamina 123 estimados mediante
andlise farmacocinética ndo-compartimental dos perfis plasmaticos médios concentragdo-tempo
obtidos em ratos Wistar apds a administragdo intravenosa em bolus de uma dose Unica de 500

ng/kg de rodamina 123, na auséncia e na presenca de pré-tratamento com verapamil.

Parametros Rodamina 123 Rodamina 123 (Verapamil)
#Crnax(co) (ng/mL) 3,183 3,063

AUC (ug.h/mL) 3,660 6,823

AUC,.., (ug./mL) 4,680 6,997

AUC,., extrapolada (%) 21,8 2,5

AUC, extrapolada (%) 51 3,6

# Concentragdo maxima extrapolada ao tempo zero (0,0 horas) com base nas duas primeiras observacoes
experimentais em grafico semi-logaritmico.
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Para avaliar as diferengas existentes na magnitude de exposi¢do sistémica a
rodamina 123 (substrato marcador da actividade da gp-P) quando administrada em ratos
Wistar pré-tratados ou ndo com verapamil (inibidor da actividade da gp-P), alguns dos
parametros farmacocinéticos mais relevantes estimados foram relacionados e as razfes
respectivas entre as condi¢fes experimentais consideradas rodamina 123 / rodamina 123
(verapamil) foram calculadas e representadas graficamente (Figura 10).
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Figura 10. Razéo para os parametros farmacocinéticos Cpaxco), AUCo. € AUC,.,, estimados a
partir dos perfis plasméaticos médios obtidos para a rodamina 123 ap6s a administracdo
intravenosa em bolus de uma dose Unica de 500 pg/kg a ratos Wistar pré-tratados ou ndo com

verapamil.
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5. DISCUSSAO

Com o inicio do trabalho de investigagdo conducente a realizacdo desta
dissertacdo de Mestrado, concretizava-se um dos objectivos de caracter geral assumido
de forma mais determinante nos Gltimos tempos no seio da equipa de investigacao:
desenvolver trabalho de natureza cientifica numa linha de investigacdo directamente
relacionada com a modulacdo da actividade da gp-P, um transportador de efluxo
reconhecidamente associado a farmacorresisténcia e determinante na biodisposicdo de

xenobioticos, entre os quais se incluem muitos farmacos.

Embora sejam multiplas as abordagens experimentais capazes de
proporcionarem novos conhecimentos cientificos no &mbito da avaliagdo funcional da
actividade de efluxo mediada pela gp-P, a maioria dos trabalhos publicados recorre a
técnicas bioanaliticas para explorar a acumulacdo intracelular, o transporte através de
monocamadas de células e/ou a biodisposicdo in vivo de substratos da gp-P. Entre os
substratos sonda usados mais frequentemente in vivo como marcadores da actividade de
efluxo da gp-P incluem-se a digoxina, a fexofenadina, o talinolol (FISCHER et al., 2005)
e também a rodamina 123 (KAGEYAMA et al.,, 2005; FOGER et al.,, 2006).
Consequentemente, a disponibilidade de um método bioanalitico para a determinacao
quantitativa de um dos substratos da gp-P é determinante para investigar a modulagdo
funcional da actividade desta glicoproteina. A rodamina 123, pelas suas propriedades,
uma sonda fluorescente e pouco tdéxica comummente usada para avaliar a actividade de
efluxo da P-gp, foi o substrato seleccionado.

No entanto, o trabalho planeado aquando da concepcéo inicial desta dissertacao
ndo visava o0 desenvolvimento e a validacdo de um método fluorimétrico para a
determinacdo quantitativa da rodamina 123 como acabou por acontecer, mas antes o
desenvolvimento e a validagdo de um método de cromatografia liquida de elevada
resolucdo (HPLC) com deteccdo no ultravioleta (UV). Pois, as técnicas de HPLC para
além de quantitativas sdo também separativas, caracteristica que oferece vantagens
adicionais perante amostras complexas como sdo, em geral, as amostras bioldgicas,
possibilitando a separagdo e a quantificacdo simultdnea de diversas substancias
presentes numa mesma amostra.
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Efectivamente, dadas as propriedades fluorescentes da rodamina 123 ndo foi
com surpresa que se constatou que a maior parte das técnicas de HPLC referidas na
literatura para quantificar a rodamina 123 usavam como sistema de deteccdo um
detector de fluorescéncia (YUMOTO et al., 1999; ANDO et al., 2001; MICUDA et al.,
2007; JIANG et al., 2008; LIU et al., 2008; BERGINC et al., 2009; CERMANOVA et al.,
2010; L1 et al., 2009). Para além destas, também outras técnicas de HPLC ja tinham sido
descritas para a quantificacdo da rodamina 123, em particular, uma técnica publicada
por IQBAL e colaboradores (2005) para quantificacdo da rodamina 123 a partir de
lisados celulares por HPLC-UV, a qual tera sido devidamente validada e apresentou um
limite de quantificacdo bastante baixo (2,5 ng/mL) (IQBAL et al., 2005). Foi este
trabalho de IQBAL et al. (2005) que nos levou a acreditar na possibilidade de podermos
implementar facilmente no nosso laboratério uma técnica de HPLC-UV para a
determinacdo quantitativa da rodamina 123 que pudesse suportar os estudos futuros a
realizar no ambito da identificacdo de inibidores da actividade gp-P. Todavia, as
dificuldades que foram surgindo, em especial a indisponibilidade a partir de
determinada altura de um sistema de HPLC, levaram-nos a procurar alternativas viaveis
capazes de possibilitarem a quantificacdo do analito desejado, a rodamina 123, em
amostras bioldgicas. Face a situacdo decidiu-se apostar no desenvolvimento e validacédo
de uma técnica fluorimétrica para a quantificacdo da rodamina 123. De facto, eram
muitos os trabalhos ja existentes na bibliografia que também tinham considerado a
determinacdo quantitativa da rodamina 123 a partir de amostras bioldgicas por
fluorimetria ou espectrofluorimetria, embora ndo sejam geralmente apresentados dados
relativos a validacdo, ainda que sumaria, desses métodos (NADAKAVUKAREN et al.,
1985; HIRSCH-ERNST et al., 1998; PIQUETTE-MILLER et al., 1998; KONISHI et al.,
2004; KAGEYAMA et al., 2005; FOGER et al., 2006; MORIGUCHI et al., 2007; SACHS-
BARRABLE et al., 2007; BARTA et al., 2008; CATALIOTO et al., 2008; HO et al., 2008;
Hou et al., 2008; ITAGAKI et al., 2008; JIA e WASAN, 2008; NISHIMURA et al., 2008;
HE et al., 2009; LI et al., 2009; NAKAGAWA et al., 2009). Assim, o desenvolvimento e
validagdo de um método bioanalitico fluorimétrico com capacidade para permitir um
elevado numero de analises num reduzido periodo de tempo (analises em sistema de
microplacas de 96 ou 384 pogos) seria uma ferramenta essencial para suportar um
programa sistematico de screening e de avaliacdo de compostos de sintese ou de origem

natural na inibig&o da actividade funcional da gp-P.
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Uma vez que ndo se conhecem recomendac0es claras a aplicar especificamente
na validacdo de métodos bioanaliticos de fluorimetria, as recomendacdes internacionais
relativas a validacdo de métodos bioanaliticos cromatograficos destinados a estudos
farmacocinéticos de natureza ndo-clinica e clinica foram consideradas, sempre que
possivel, no processo de validacdo do método fluorimétrico desenvolvido para a
quantificacdo da rodamina 123 em plasma de rato (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR
INDUSTRY, 2001). Naturalmente, as exigéncias na validacdo de um método bioanalitico
dependerdo sempre do tipo de método e do fim ao qual ele se destina, de qualquer
forma, a selectividade, a curva de calibracdo (modelo de calibragdo e gama de
linearidade) e o limite de quantificacdo, a precisao e exactiddo, a recuperacdo do analito
e a estabilidade do analito na matriz biolégica deverdo ser sempre parametros a
considerar para garantir a fiabilidade dos resultados gerados. De facto, os métodos
bioanaliticos para a quantificacdo de farmacos e metabolitos em amostras bioldgicas,
pela qualidade dos dados que fornecem, desempenham um papel determinante na
avaliacdo e interpretacdo dos resultados decorrentes de ensaios ndo-clinicos, clinicos ou
outros (SHAH et al., 2000; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2001). Neste sentido, o papel das
ciéncias bioanaliticas é extremamente importante nos programas de descoberta e
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.

Por outro lado, nos Gltimos anos, a interdependéncia crescente entre os paises
fez emergir a necessidade da aceitacdo internacional dos resultados provenientes dos
métodos analiticos e, consequentemente, para garantir um nivel comum minimo de
qualidade, o uso de métodos validados é cada vez mais uma condicdo indispensavel. Os
resultados gerados por métodos ndo validados séo desprovidos de qualquer significado e
ndo sdo reconhecidos pelas autoridades oficiais (HARTMANN et al., 1998).
Consequentemente, desde o inicio da década de 90, altura em que foi realizada a
primeira conferéncia acerca da validacdo de métodos analiticos “Analytical Methods
Validation: Bioavailability, Bioequivalence and Pharmacokinetic Studies”, que se tem
vindo a discutir que pardmetros de fiabilidade e que critérios de aceitacdo devem ser
estabelecidos para validar um método bioanalitico (SHAH et al., 1992; SHAH et al.,
2000).

Certo € que o sucesso do processo de validacdo implica a existéncia prévia de
um método analitico desenvolvido adequadamente (DADGAR et al., 1995). De facto, ndo

é possivel demarcar o processo de validacdo de um metodo analitico das respectivas
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condigdes de desenvolvimento, pois sdo os estudos de validacdo que determinam se o
estado de desenvolvimento do método é satisfatdrio ou se sdo requeridas alteracbes ao
procedimento analitico e posterior revalidacdo, ou seja, é portanto um processo iterativo
(GREEN, 1996; CHANDRAN e SINGH, 2007). Geralmente, um método analitico bem
desenvolvido serd facil de validar, ou seja, os critérios de aceitacdo dos parametros de
validagcdo que asseguram a aceitabilidade do método serdo certamente cumpridos
(CHANDRAN e SINGH, 2007). Assim, o desenvolvimento de um novo método analitico
podera ser considerado entdo a fase mais critica de todo o processo (EURACHEM GUIDE,
1998). Neste contexto, salientar também que os métodos bioanaliticos usados durante 0s
programas de desenvolvimento de novos farmacos sdo, em regra, sujeitos a
modificagdes constantes para suportar estudos especificos, sendo requeridos niveis
diferentes de validacdo para demonstrar continuamente a validade dos ensaios (SHAH et
al., 2000).

Inevitavelmente, no processo de desenvolvimento e validacdo de um método
bioanalitico sdo mdltiplas as variaveis a considerar, desde logo atender a matriz
bioldgica usada (que devera ser aquela das amostras pretendidas), ao procedimento de
colheita da amostra e ao tempo que medeia até a analise, ao sistema de detec¢do e ao
tratamento dos dados (BRESSOLLE et al., 1996; SHAH et al., 2000).

Em particular, o método fluorimétrico acabado de descrever foi desenvolvido e
validado considerando a sua aplicacdo a determinacdo da rodamina 123 a partir de
plasma de rato. A seleccdo desta matriz bioldgica (plasma) podera parecer desadequada,
pelo menos numa primeira perspectiva, pois, tal como referido previamente nesta
dissertacdo, os modelos experimentais mais usados para investigar a modulacdo da
actividade da gp-P compreendem essencialmente modelos in vitro de linhas celulares
que expressam constitutivamente ou sdo induzidas a expressar a gp-P. Porém, apesar de
algum conhecimento importante adquirido tendo por base ensaios conduzidos nestes
modelos in vitro, a verdade é que passaram ja mais de 30 anos e ainda aguardamos pela
introdugdo clinica do primeiro farmaco inibidor da gp-P com uma relacdo
risco-beneficio aceitavel. Estes dados levaram-nos a pensar que a realizagdo de estudos
sistematicos num modelo vivo poderia ser uma aproximagdo mais promissora na
identificacdo de inibidores da gp-P que sejam bons candidatos a farmacos. Por outro
lado, algumas evidéncias recentes apontam espécies do reino vegetal como uma fonte

potencial de bons inibidores da gp-P (ZHOU et al., 2004; MARCHETTI et al., 2007;
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BANSAL et al., 2008; BANSAL et al., 2009; ALVAREZ et al., 2010) e, na opinido de
alguns autores (CoTT, 2008; MARKOWITZ et al., 2008), os resultados decorrentes de
modelos in vitro sdo, muitas vezes, desprovidos de significado quando extrapolados
para as condigdes in vivo, especialmente no que respeita aos efeitos de extractos
vegetais ou dos seus constituintes. Segundo estes autores, os estudos realizados in vitro
usam, muitas vezes, concentracfes extremamente elevadas de extractos vegetais ou dos
seus constituintes fitoquimicos (centenas a milhares de vezes superiores as
concentracdes plasmaticas reais alcancadas in vivo). Além disso, muitos dos
fitoquimicos presentes em extractos vegetais ndo sdo absorvidos ap6s administracao
oral e/ou sofrem um extenso metabolismo de primeira passagem, de tal forma que a sua
biodisponibilidade sistémica é seriamente comprometida. E por isso que COTT (2008) e
MARKOWITZ et al. (2008) acabaram mesmo por referir que os estudos de interac¢oes
realizados in vitro envolvendo constituintes de origem natural sd&o uma fonte de
informagdo muitas vezes ndo confirmada em modelos in vivo e desprovida de
significado clinico, sugerindo mesmo que é tempo de reavaliar o valor dos modelos in
vitro usados em programas de screening da bioactividade de extractos de plantas ou dos
seus constituintes isolados (CoTT, 2008; MARKOWITZ et al., 2008).

O reconhecimento destas limitacGes apontadas aos modelos in vitro associado ao
potencial de muitos fitoquimicos enquanto candidatos a farmacos inibidores da gp-P,
justifica plenamente o porqué de se ter seleccionado a matriz de plasma de rato para o
desenvolvimento do método fluorimétrico apresentado para quantificacdo da rodamina
123. Pois, os estudos futuros que se pretendem desenvolver neste &mbito passardo,
certamente, pela avaliacdo in vivo (no rato) do potencial de extractos de plantas ou dos
seus constituintes isolados na inibicdo da actividade de efluxo mediada pela gp-P.
Mediante o uso de um modelo experimental deste tipo e atendendo também a
aproximagcoes aceites e usadas vulgarmente na estimacdo das doses a testar, parece-nos
plantas ou pelos seus constituintes, sem contribuirmos significativamente para a
acumulacdo de informacéo potencialmente irrelevante.

Assim, a disponibilidade de uma técnica fluorimétrica, simples e rapida, que
permitisse a quantificacdo de rodamina 123 em plasma de rato constituiria uma
ferramenta extremamente 0til para a investigacdo in vivo, ndo-clinica, de potenciais

interac¢Oes com a actividade funcional da gp-P.
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Com o intuito de reduzir os recursos necessarios e de optimizar o
desenvolvimento do método, considerou-se como ponto de partida a informagédo
experimental proveniente de outras técnicas de fluorimetria e de espectrofluorimetria
anteriormente aplicadas a quantificacdo da rodamina 123 (NADAKAVUKAREN et al.,
1985; HIRSCH-ERNST et al., 1998; PIQUETTE-MILLER et al., 1998; KONISHI et al.,
2004; KAGEYAMA et al., 2005; FOGER et al., 2006; MORIGUCHI et al., 2007; SACHS-
BARRABLE et al., 2007; BARTA et al., 2008; CATALIOTO et al., 2008; Ho et al., 2008;
Hou et al., 2008; ITAGAKI et al., 2008; JIA e WASAN, 2008; NISHIMURA et al., 2008;
HE et al., 2009; LI et al., 2009; NAKAGAWA et al., 2009). Como ponto de partida,
recolheu-se a informacgéo relativa aos procedimentos empregues na preparacdo das
amostras bioldgicas e os respectivos comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo
usados para quantificar a rodamina 123. Em relacéo ao procedimento de preparacdo das
amostras considerou-se, primariamente, desde logo, as técnicas que usavam a
precipitacdo de proteinas. Pois, este procedimento de preparacdo de amostras é simples,
rapido e relativamente econdmico. Durante a recolha da informacdo bibliografica
identificaram-se condicdes de excitacdo e de emissdo para a rodamina 123 bastante
dispares. Tal facto parece dever-se, fundamentalmente, a alteragdes na intensidade de
fluorescéncia da rodamina 123 condicionadas pela natureza do meio em que o analito se
encontrava.

Tendo por base a informacdo obtida da literatura iniciaram-se entdo ensaios de
desenvolvimento no sentido de identificar as melhores condicGes para a quantificagdo
da rodamina 123 a partir do plasma de rato. Testaram-se varios agentes precipitantes
para promover a desproteinizacdo das amostras (metanol, acetonitrilo, acido
tricloroacético, acido perclorico, entre outros) e os melhores resultados foram
conseguidos com acetonitrilo usando como condicdes de detec¢do os comprimentos de
onda de excitacdo e de emissdo de 480 nm e 575 nm, respectivamente. Estas condic¢des
de preparacdo das amostras e de deteccdo proporcionaram boa selectividade e uma
elevada sensibilidade (declive muito acentuado na recta de calibracdo, indicando que
pequenas variagdes na concentragdo condicionam variagdes importantes na resposta).
Porém, usando outras condicGes de detecgdo, ainda que aproximadas das seleccionadas,
um decréscimo significativo na sensibilidade era notdrio.

Com as condi¢Oes de preparacdo das amostras e de deteccdo estabelecidas
procedeu-se entdo ao estudo dos pardmetros de validagcdo mais relevantes. Os resultados

conseguidos demonstraram a selectividade do método para quantificar a rodamina 123
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em amostras de plasma de rato, mesmo na presenca de potenciais interferentes
(heparina, carboximetilcelulose e verapamil) usados comummente em estudos
experimentais in vivo destinados a avaliar a modulacdo da actividade da gp-P. A
linearidade do meétodo foi demonstrada numa gama de concentracdes relativamente
alargada (0,04-4 pg/mL) e o limite de quantifica¢do estabelecido para a rodamina 123
foi relativamente baixo (0,04 pg/mL), embora superior ao definido por alguns métodos
cromatograficos. Além disto, 0 método demonstrou ser preciso e exacto e permitiu uma
elevada recuperacao da rodamina 123 a partir de amostras de plasma fortificadas com o
analito. Nas condicOes testadas durante os ensaios de estabilidade, a rodamina 123
também mostrou ser estdvel na matriz de plasma de rato. Assim, a selectividade,
sensibilidade, precisdo e exactiddo demonstrada por este método fluorimétrico, aliadas a
simplicidade técnica e a rapidez analitica proporcionada pelo uso de microplacas de 96
pocos, permitem inferir acerca da utilidade relevante desta ferramenta bioanalitica para
suportar estudos sistematicos de screening conducentes a identificacdo de potenciais
inibidores da gp-P.

Pretendendo demonstrar-se a aplicabilidade do método a quantificacdo da
rodamina 123 em amostras reais, foram entéo realizados alguns estudos experimentais
em ratos com o objectivo de avaliar a capacidade do método para identificar potenciais
inibidores da actividade funcional da gp-P. Consequentemente, procedeu-se a
administracdo mediante bolus intravenoso de uma dose Unica de rodamina 123 a ratos
Wistar, pré-tratados ou ndo com verapamil (inibidor classico da actividade de efluxo
mediada pela gp-P), e seguiu-se a cinética plasmatica da rodamina 123 durante as 10 h
subsequentes a respectiva administracdo em ambas as condicBes experimentais (na
auséncia e na presenca de pré-tratamento com verapamil). No desenho experimental
destes estudos considerou-se a instituicdo de jejum nocturno, condicdo que se estendeu
até 4 h apos o pré-tratamento oral dos animais, procedimento destinado a minimizar a
interferéncia dos alimentos na biodisponibilidade oral do verapamil e mesmo na
inibicdo da gp-P, pois é largamente reconhecido que constituintes da dieta podem inibir
a actividade da gp-P. A doses de rodamina 123 (500 ug/kg, i.v.) e de verapamil (25
mg/kg, per os) foram seleccionadas tendo por base indicagdes bibliograficas
(KAGEYAMA et al., 2005; BANSAL et al., 2009) e estudos preliminares realizados para

garantir concentracbes plasmaticas de rodamina 123 superiores ao limite de
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quantificacdo do método fluorimétrico durante todo o periodo do estudo
farmacocinético.

Da analise visual dos perfis plasméaticos médios concentracdo-tempo obtidos
apos a administracdo intravenosa de uma dose unica de 500 pg/kg de rodamina 123 em
ratos pré-tratados ou ndo com verapamil, pode constatar-se, de imediato, diferengas
importantes na exposicao sistémica a rodamina 123. Efectivamente, sendo o verapamil
um inibidor classico da gp-P, os resultados obtidos estdo em conformidade com o que
seria de esperar: uma maior exposic¢ao sistémica a rodamina 123 na presenca do inibidor
da gp-P. Adicionalmente, mediante a analise farmacocinética ndo-compartimental dos
perfis plasméaticos médios concentracdo-tempo obtidos para a rodamina 123, nas
condi¢cdes experimentais ja discutidas, constatou-se, efectivamente, pelo valor dos
parametros cinéticos estimados que melhor traduzem a extensdo de exposicdo sistémica
(AUC,.t e AUCy.,,), uma menor magnitude de exposicdo a rodamina 123 na auséncia de
verapamil. Isto estd claramente demonstrado na figura 10 quando se relacionaram estes
parametros cinéticos obtidos na auséncia e na presenca de verapamil. As razdes para a
AUCy: rodamina 123/rodamina 123 (verapamil) e para a AUCy., rodamina

123/rodamina 123 (verapamil) sdo largamente inferiores a unidade.

Estas observacbes globais permitem-nos confiar no potencial deste método
fluorimétrico como ferramenta de suporte para a identificacdo de novos inibidores da
gp-P candidatos a farmacos, esperando-se identificar substancias cujo desenvolvimento
posterior possibilite a sua aplicacao clinica e a reversdao da MDR associada a gp-P.
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6. CONCLUSOES

A execucdo deste trabalho possibilitou, indiscutivelmente, o desenvolvimento e
a implementacéo laboratorial de uma técnica bioanalitica com capacidade para suportar
muitos dos estudos que irdo decorrer, certamente num futuro préximo, no &mbito de um
programa alargado de screening farmacoldgico conducente a identificacdo e avaliacao
de potenciais candidatos a farmacos como inibidores da gp-P. O método desenvolvido
permitird inferir indirectamente, através da avaliagdo do perfil cinético da rodamina 123
(substrato sonda da actividade de efluxo da gp-P), acerca da inibig&o in vivo da gp-P
mediada por moléculas resultantes de sintese quimica, de extractos vegetais ou dos seus
constituintes isolados, usando-se o verapamil como controlo positivo para a inibicdo da
actividade da gp-P.

Em sintese, apresentam-se as conclusdes mais relevantes de todo este trabalho

de investigacdo conducente a realizacdo desta dissertacdo de Mestrado:

« Desenvolveu-se e validou-se um método fluorimétrico capaz de determinar
quantitativamente as concentraces de rodamina 123 na matriz bioldgica de plasma de
rato. Em termos praticos, as condi¢fes experimentais requeridas sdo simples e pouco
dispendiosas e a técnica mostrou ser selectiva, sensivel, precisa e exacta numa gama de
concentracOes consideravel. A disponibilidade de uma ferramenta bioanalitica deste tipo
permitira apoiar futuros estudos farmacoldgicos a desenvolver no ambito da modelacao
da actividade de efluxo mediada pela gp-P, em particular, na pesquisa de candidatos a
farmacos como inibidores desta glicoproteina e com potencial para a reversao da MDR

associda a gp-P, especialmente no cancro.

« O método fluorimétrico desenvolvido foi aplicado com sucesso a quantificacdo
da rodamina 123 em amostras reais de plasma de rato provenientes de ensaios
experimentais conduzidos na auséncia e na presenca de verapamil. Efectivamente,
foram notorias as diferencas observadas no perfil cinético da rodamina 123 ap6s a sua
administragcdo a ratos pre-tratados ou ndo com verapamil, demonstrando-se assim a

capacidade discriminativa de metodo.
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