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RESUMO

Foi descrito que a 6-metil-mercaptopurina ribosideo (6-MMPr), produto do
metabolismo das tiopurinas azatioprina (AZA) e 6-mercaptopurina (6-MP), blogueou a
replicacdo do ZIK-V em células neurais e mostrou ser um forte candidato a medicamento
antiviral para o tratamento desta infec¢do. A recente descoberta da atividade antiviral da 6-
MMPr tem colocado este nucleosideo em evidéncia e impulsionado o interesse em obter mais
dados sobre o seu potencial farmacoldgico e toxicoldgico. Muito se especula sobre a
inexisténcia de evidéncia de que esse nucleosideo passe através da placenta humana ou de
roedores. No intuito de esclarecer essa hipotese, esse estudo experimental tratou animais com
a 6-MMPr pela primeira vez, para investigar a cinética do nucleosideo in vivo, atraves da
anélise por CLUE/EM do sangue do animal tratado em dose Unica coletado em tempos
subsequentes, e a passagem transplacentéria do nucleosideo, através da analise por CLUE/EM
do sangue dos fetos de mée tratada em dose Unica. Esse estudo, desenvolveu e validou uma
metodologia analitica para analisar satisfatoriamente a 6-MMPr e a sua forma hidrolizada 6-
metil-mercaptopurina (6-MMP). O método inédito de extracdo por precipitacdo de proteinas
desenvolvido para a 6-MMPr e 6-MMP assegurou recuperar satisfatoriamente os analitos
integros nas matrizes plasma e concentrado (papa) de hemacias, bem como o método analitico
desenvolvido demonstrou ser seletivo, linear, preciso, exato e sensivel, com limites de
deteccdo e quantificacdo satisfatorios. As andlises dos sangues dos animais tratados para
construcdo da curva das alteragbes dos niveis sanguineos de 6-MMPr ao longo do tempo
mostrou diferenca no perfil da curva cinética de ratas gravidas e ndo gravidas. Enquanto, nas
ratas gravidas resultou em sinais do nucleosideo apenas na matriz papa de hemacias a partir
de 90 minutos pds-tratamento, apresentando pico de concentragdo em 180 minutos, nas ratas
ndo gravidas resultou em sinais do nucleosideo apenas na matriz papa de hemécias a partir de
210 minutos poés-tratamento, apresentando pico de concentracdo em 240 minutos. Os
resultados também evidenciaram que ndo houve passagem transplacentaria detectavel do
nucleosideo em 120 e 1440 minutos ap6s a mae receber uma dose equivalente a 15 mg/kg,
sugerindo que a 6-MMPr ndo é biodisponivel no compartimento fetal e inviabilizando o seu

uso como antiviral no tratamento de infec¢des por virus Zika.

Palavras-chave: tiopurinas; 6-metil-mercaptopurina ribosideo; cromatografia; CLUE/EM;

farmacocinética.



ABSTRACT

It has been described that 6-methyl-mercaptopurine riboside (6-MMPr), a product of
the metabolism of the thiopurines azathioprine (AZA) and 6-mercaptopurine (6-MP), inhibit-
ed the replication of ZIKV in neural cells and proved to be a strong candidate as an antiviral
drug for the treatment of this infection. The recent discovery of the antiviral activity of 6-
MMPr has brought this nucleoside to the forefront and sparked interest in obtaining more data
on its pharmacological and toxicological potential. Much speculation exists regarding the lack
of evidence that this nucleoside passes through the human or rodent placenta. In order to clari-
fy this hypothesis, this experimental study treated animals with 6-MMPr for the first time to
investigate the in vivo nucleoside kinetics, as analyzed by CLUE/EM in blood samples col-
lected at subsequent time points from animals treated with a single dose, and the transplacen-
tal passage of the nucleoside, as determined by CLUE/EM analysis of fetal blood from moth-
ers treated with a single dose. This study developed and validated an analytical methodology
for the satisfactory analysis of 6-MMPr and its hydrolyzed form, 6-methyl-mercaptopurine (6-
MMP). The novel protein precipitation extraction method developed for 6-MMPr and 6-MMP
ensured the satisfactory recovery of intact analytes in plasma and red blood cell concentrates,
and the analytical method developed was found to be selective, linear, precise, accurate, and
sensitive, with satisfactory detection and quantification limits. The analysis of blood samples
from treated animals to construct the curve of changes in 6-MMPr blood levels over time
showed differences in the kinetic profile between pregnant and non-pregnant rats. In pregnant
rats, signs of the nucleoside were observed only in the red blood cell concentrate matrix start-
ing 90 minutes post-treatment, with a peak concentration at 180 minutes. In non-pregnant rats,
signs of the nucleoside were observed only in the red blood cell concentrate matrix starting
210 minutes post-treatment, with a peak concentration at 240 minutes. The results also indi-
cated that there was no detectable transplacental passage of the nucleoside at 120 and 1440
minutes after the mother received a dose equivalent to 15 mg/kg, suggesting that 6-MMPr is
not bioavailable in the fetal compartment and precluding its use as an antiviral in the treat-

ment of Zika virus infections.

Keywords: thiopurines; 6-methyl-mercaptopurine riboside; chromatography; CLUE/EM,;
pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

i. CONCEITOS EM TOXICOLOGIA

“ A Toxicologia, uma ciéncia multidisciplinar, investiga os toxicantes sob varios
aspectos, desde sua natureza, métodos de deteccdo, até os efeitos que causam em
seres vivos. Portanto, é indiscutivel a sua importancia no contexto atual da Saude
Publica.” (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008, p. 8).

A toxicologia é a ciéncia que estuda a ocorréncia, a natureza, a incidéncia, os
mecanismos e os fatores de risco dos efeitos nocivos a salde humana, animal e ambiental
provocados pela exposicdo a uma substancia quimica, com a finalidade de prevencéo,
diagnostico e tratamento da intoxicacdo. A Toxicologia abrange distintas areas de
conhecimento de acordo com o fendmeno toxicoldgico, sendo subdividida em areas de
atuacdo, entre elas estdo a toxicologia analitica e a toxicologia reprodutiva e do
desenvolvimento (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018).

Um agente toxico ou toxicante é qualquer substancia quimica capaz de provocar um
efeito nocivo a um sistema bioldgico. Essa capacidade é definida como toxicidade, que assim
como a intensidade do efeito, depende principalmente de (1) fatores relacionados as
propriedades fisico-quimicas do toxicante — solubilidade, grau de ionizagdo, coeficiente de
particdo Oleo/agua, pKa, tamanho molecular, estado fisico e etc, que estdo diretamente
relacionadas ao comportamento toxicocinético; (2) fatores relacionados ao organismo —
genetica, imunidade, polimorfismos enzimaticos, idade, sexo, peso corporeo, estado
nutricional, estado hormonal, estado emocional, estado de salde e etc; e (3) fatores
relacionados as condicGes de exposi¢do — via de introducdo/administracdo, dose/concentracéo,
frequéncia e duracdo da exposicéo e etc (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018).

A intoxicacdo é um processo patoldgico provocado pela manifestacdo dos efeitos
nocivos apos exposicao a uma substancia quimica, caracterizado pelo desequilibrio fisioldgico
e evidenciado por sinais e sintomas clinicos. Existe uma série de processos envolvidos desde
0 contato da substancia com organismo até o sintoma clinico. Sendo assim, 0 processo de
intoxicacéo € dividido em quatro fases:

(1) fase de exposicdo — correspondente ao contato do toxicante com o organismo. E
importante considerar que nessa fase a dose/concentragdo, a via de
introducdo/administracdo, a frequéncia e a duragcdo da exposicéo, as propriedades
fisico-quimicas do toxicante, e a susceptibilidade do organismo estdo diretamente
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relacionadas com a disponibilidade quimica do toxicante para a absor¢éo;

(2) fase de toxicocinética — correspondente ao movimento do toxicante no organismo.
Esta fase inclui todos os processos envolvidos na relacdo entre a disponibilidade
quimica do toxicante e sua concentracdo nos diferentes tecidos do organismo.
Esses processos sdo conhecidos como absorcdo, distribuigéo, biotransformagéo e
excrecdo. E importante considerar que as propriedades fisico-quimicas do
toxicante determinam o comportamento toxicocinético (biodisponibilidade, ligacédo
a proteinas plasmaticas, grau de acesso aos 0rgdos-alvo, velocidade de eliminagédo
e etc);

(3) fase de toxicodindmica — correspondente a acdo do toxicante no organismo. Essa
fase compreende a interacdo entre o toxicante ou seu produto biotransformado e
sitios especificos do organismo, promovendo alteracdes bioquimicas, morfoldgicas
e funcionais;

(4) fase clinica — correspondente & manifestacéo clinica dos efeitos resultantes da acéo
toxica (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018; Rang et al., 2016).

Segundo a toxicologia, toda substancia quimica é capaz de provocar um efeito nocivo
dependendo das condicBGes de exposi¢do. J& dizia Paracelsus: ‘Todas as substancias sao
venenos; ndo ha nenhuma que ndo seja um veneno. A dose certa diferencia o remédio do
veneno”. OU seja, para toda substancia quimica existe um limite maximo de exposicao que €
seguro a saude humana. Se esse limite maximo ndo puder ser definido, a exposi¢cdo ndo €
segura e, portanto, deve ser evitada (Passagli, 2018).

A janela terapéutica (margem de seguranca) ¢ a faixa de doses (concentragdes) de um
farmaco que produz uma resposta terapéutica, sem apresentar toxicidade. Quando abaixo, néo
ha resposta terapéutica, quando acima apresenta toxicidade. A dose / concentragdo necessaria
para produzir efeito farmacoldgico ou toxicologico varia dependendo de diversos fatores. Para
a compreensdo da janela terapéutica de um farmaco é preciso o0 conhecimento da
farmacocinética do agente quimico, considerando as diferentes vias de exposi¢do (Oga;

Camargo; Batistuzzo, 2008).
ii. FARMACOCINETICA/TOXICOCINETICA
O conhecimento do comportamento farmacocinético e toxicocinético das substancias

em animais e seres humanos é fundamental para o desenvolvimento de farmacos, ndo s6 para

compreender os dados pré-clinicos farmacoldgicos e toxicoldgicos, como também para
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decidir o regime de administracdo nos estudos clinicos de eficicia e seguranca (Rang et al.,
2016).

A farmacocinética / toxicocinética € um ramo essencial para o0 estudo da
farmacologia/toxicologia, pois permite avaliar matematicamente o movimento do agente
quimico no organismo. Inclui todos os processos envolvidos na relacdo entre a
disponibilidade quimica da substancia (fracdo total) e sua concentracdo nos diferentes tecidos
do organismo (fracdo absorvida, fracdo distribuida, fracdo ligada e fracdo disponivel no sitio
molecular de acdo / biodisponibilidade). Esses processos sdo conhecidos como absorgéo,
distribuicéo, biotransformacdo e excrecdo (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018;
Rang et al., 2016).

A absorcdo compreende o processo de passagem de uma substancia do local de
contato para a circulagdo sistémica. Estd diretamente relacionada com a capacidade da
substancia de ultrapassar membranas celulares, podendo ser por diferentes mecanismos. Esta
capacidade e o mecanismo de passagem sdo influenciados pelo perfil fisico-quimico da
molécula. Moléculas pequenas e com um maior carater lipossoltvel possuem maior facilidade
de permear as membranas celulares. A velocidade de absorcdo ir4 depender da via de
introducdo/administracdo e do mecanismo de passagem (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008;
Passagli, 2018; Rang et al., 2016).

Uma vez na corrente sanguinea, entende-se por distribuicdo a localizacdo e
concentracdo da substancia em diferentes tecidos do organismo. A velocidade e a extensao da
distribuicdo dependerdo principalmente do fluxo sanguineo e linfatico nos diferentes tecidos e
das caracteristicas fisico-quimicas do agente quimico. Para alcancar o sitio de acdo a
substancia deve estar em estado molecular lipossoltivel e ndo ligada a proteinas plasmaticas; a
porcao livre é a que constitui a forma ativa. Uma extensa ligacao proteica retarda a eliminacéo
da substancia (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018; Rang et al., 2016).

O volume de distribuicdo aparente (VD) € o parametro que indica a extensdo tedrica
da distribuicdo de uma substancia. E a relagdo da quantidade do agente quimico administrada
com a sua concentracdo plasmética (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Rang et al., 2016).

A eliminacdo representa a exclusdo irreversivel do agente quimico do organismo, que
ocorre por meio de dois processos: biotransformacdo e excrecdo. A biotransformacdo é o
conjunto de alteragbes que uma substancia sofre no organismo, visando aumentar a sua
polaridade e facilitar a sua excre¢do. Consiste em anabolismo e catabolismo; isto é, de
construcdo (conjugacdo) e degradacdo (oxidacdo, reducdo, hidrélise) de substancias por acao
enzimatica. O resultado da biotransformacdo pode ser a inativacdo completa ou parcial dos



16

efeitos do agente quimico e a producdo de metabdlitos ativos substancia (Oga; Camargo;
Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018; Rang et al., 2016).

O clerance (CL) ou depuragdo (DP) é o parametro farmacocinético / toxicocinético
que descreve a taxa de eliminacdo de substancias do plasma em fungdo do tempo. Quanto
maior for o CL maior € a eliminagdo substancia (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli,
2018; Rang et al., 2016).

A excrecdo, por sua vez, consiste na saida do agente quimico e dos seus metabolitos
do organismo, podendo ser através de excrecdes (urina, fezes, catarro), secrecdes (bile, suor,
lagrima, saliva, leite) ou do ar expirado (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018;
Rang et al., 2016).

O termo biodisponibilidade se refere ao percentual de aproveitamento de uma
substancia pelo organismo. E usado para indicar a fracdo da dose total que adentra a
circulacdo sistémica e alcanca o sitio de acdo, levando em consideragdo a capacidade de
permeabilidade da molécula e a degradacdo enzimatica sofrida durante todo processo até o

sitio de acdo (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Passagli, 2018; Rang et al., 2016).

iii. TOXICOLOGIAANALITICA

Atoxicologia analiticaé o campo da toxicologia que fornece evidéncias
objetivas da natureza e magnitude da exposi¢do a um composto, através da  deteccéo,
identificacdo e quantificacdo de substancias ou de parametros bioquimicos relacionados a
intoxicacdo em amostras bioldgicas, ambientais ou outras relevantes, por meio de técnicas
analiticas (Moreau & Siqueira, 2016).

A cromatografia em coluna € a principal técnica analitica empregada em analises
farmacoldgicas e toxicologicas. E uma técnica fisico-quimica de separagio baseada na
migracdo diferencial dos compostos de uma mistura, que ocorre em razdo das diferentes
interacdes entre duas fases imisciveis: a fase mével e a fase estacionaria. Dependendo da
natureza da fase mdvel, pode ser classificada em cromatografia em fase liquida, em fase
gasosa e supercritica. A grande variedade de combinacdes entre fases méveis e estacionarias é
0 que torna essa técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo. Apesar de ser uma
excelente técnica de separacdo, necessita de uma técnica confirmatdria, podendo ser associada
a um detector ou a outras técnicas que permitam detectar, identificar e determinar a propor¢édo
de cada substancia presente em uma mistura (Skoog et al., 2002; Lancas, 2009, 2013, 2019).

Na segunda metade do Século XX, o desenvolvimento de técnicas modernas de
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separacdo, purificacdo e analise, tais como, a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(CLAE), se consolidou no Brasil e no mundo. Em resposta a busca continua por analises mais
rapidas e eficientes, o avango mais recente das tecnicas de separacdo, a cromatografia em fase
liquida de ultra eficiéncia (CLUE) desenvolveu-se baseada nos mesmos principios do CLAE,
porém este equipamento utiliza fases estacionarias com particulas menores e permite operar
em altas pressdes, 0 que aumenta a resolugdo, diminui o tempo das andlises e gera menores
quantidades de residuos, atendendo aos apelos da Quimica Verde (Marston, 2007; Maldaner
& Jardim, 2012).

A CLUE é frequentemente acoplada a espectrometria de massas (EM), técnica que
mede a relacdo massa/carga (m/z) de ions produzidos por algum método de ionizagédo e é
reconhecido por sua alta sensibilidade, versatilidade e universalidade. Por esse motivo, 0
CLUE/EM oferece um 6&timo desempenho por permitir uma excelente resolugdo
cromatografica e uma sensibilidade muito superior a outros métodos confirmatorios,
proporcionando resultados de alta qualidade. Por mais de um seculo, a espectrometria de
massas operou isoladamente até juntar-se a técnica de cromatografia e formarem a mais
eficiente ferramenta para anélise quantitativa de espécies quimicas. Essa combinacgdo permitiu
que diversos desafios nas &reas da ciéncia, salde publica e ambiental fossem vencidos
(Langas, 2009, 2013, 2019; Kumar et al., 2012).

As técnicas cromatograficas podem ser classificadas quanto ao sistema
cromatografico, ao objetivo da separacdo, a fase mdvel, a fase estacionaria e pelo tipo de
separacdo. Em se tratando deste Gltimo, na CLAE e CLUE as substancias sdo separadas, na
maioria das vezes, por adsorcdo, processo baseado na adesdo de moléculas de um fluido (o
adsorvido) a uma superficie sélida (o adsorvente) através de interacdes fisico-quimicas,
podendo ser de fase normal, quando a fase mdvel € apolar e a fase estacionéria polar, ou de
fase inversa, quando a fase movel é polar e a fase estacionéria apolar. Em geral, esses
equipamentos sdo compostos por um reservatdrio de solventes, um sistema de bombeamento,
um sistema de introducdo de amostra, uma coluna cromatografica e um detector
interconectado a um monitor. A diferenca entre eles esta no sistema de bombeamento, onde a
CLUE permite operar em pressdes mais altas, resultando em altissimas resolugdes (Skoog et
al., 2002; Lancas, 2009, 2013, 2019).

A espectrometria de massas baseia-se na producdo e separacdo de ions, provenientes
de moléculas presentes em uma determinada amostra. Estes ions sdo produzidos por um
método de ionizacdo e separados em um analisador de massas de acordo com a sua razéo

massa/carga (m/z), os quais tém posteriormente suas abundancias relativas determinadas.
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Basicamente, 0s espectrometros de massas sao compostos por um sistema de introducéo de
amostra, uma fonte de ionizacdo, um acelerador de ion, um analisador de massas e um
detector interconectado a um monitor. A técnica possui variagdes de acordo com os diferentes
métodos de ionizacdo e tipos de analisadores de massas, sendo este Ultimo o responséavel por
definir a sensibilidade da técnica. Em se tratando particularmente do analisador de massas do
tipo armadilha de ions (ion trap), onde todos os ions gerados sdo confinados por campos
elétricos em uma armadilha eletrostatica, esse analisador tem sido cada vez mais utilizado em
funcdo, principalmente, da sua alta sensibilidade e taxa de escaneamento, e por permitir a
realizacdo de EM/EMn, ou seja, permite ionizar e fragmentar a molécula mais de duas vezes
em uma mesma analise. Essa versatilidade torna esse analisador uma ferramenta eficiente para
a caracterizacdo detalhada de uma amostra. Porém, a armadilha de ions também possui
limitagBes. Por ser altamente sensivel, a relacdo sinal/ruido (s/n) é aumentada, e 0s ions
armazenados podem interagir uns com os outros e interferir na precisdo, sendo este método
mais preciso em matrizes limpas e ndo-complexas (Skoog et al., 2002; Lancas, 2009, 2013,
2019; Robinson et al., 2005).

A combinagdo da cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia associada a
espectrometria de massas, conhecida como CLUE/EM, pode ser vista como a fuséo ideal

entre técnicas de separacgdo e deteccao (Skoog et al., 2002).

iv. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

E fundamental a comprovacdo da eficacia e confiabilidade dos métodos de ensaio
através de evidéncia mensuravel. Nesse sentido, a validacdo da metodologia analitica € um
sistema de qualidade que garante que o método é confidvel e adequado aos objetivos
propostos (Moreau & Siqueira, 2016).

No Brasil, aAgéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) disponibilizam guias para o
procedimento de validagdo de métodos analiticos. Respectivamente, sdo as resolucfes Anvisa,
RE n° 899, de 29/05/2003; RDC n° 27, de 17/05/2012; RDC n° 166, de 24/07/2017
e 0 documento Inmetro DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, revisdo n° 8 (Moreau & Siqueira,
2016; Inmetro, 2020; Anvisa, 2017).

A metodologia serd considerada validada, se avaliados os seguintes parametros de
desempenho, quando aplicaveis: (1) Especificidade / Seletividade; (2) Linearidade /
Sensibilidade; (3) Preciséo; (4) Exatidao; (5) Recuperacdo; (6) Limite de detecgéo; (7) Limite
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de quantificacio; (8) Robustez. E desejavel que a validagdo contemple todos os parametros,
entretanto alguns podem ser opcionais dependendo da finalidade do ensaio. Todavia, uma
validacao parcial deve avaliar, pelo menos, os parametros de seletividade, precisao e exatidao
(Inmetro, 2020; Anvisa, 2017).

(1) Especificidade / Seletividade

A especificidade / seletividade mede a capacidade do método analitico de identificar e
quantificar o analito de interesse, inequivocamente, mesmo na presenga de
interferentes, tais como impurezas, substancias de degradacdo ou componentes da
matriz (Inmetro, 2020; Anvisa, 2017).

(2) Linearidade / Sensibilidade

A linearidade mede a capacidade do método analitico de obter resultados
proporcionais a concentra¢do do analito de interesse na amostra. Essa medicéo é feita
através de uma curva analitica contendo no minimo 5 concentragdes diferentes, cujo
coeficiente de correlacdo linear deve ser igual ou superior a 0,990. A inclinacdo da
curva analitica faz referéncia a sensibilidade, sendo o método mais sensivel quando
pequenas variacdes de concentracdo resultam em maior variacao na resposta (Inmetro,
2020; Anvisa, 2017).

(3) Preciséo

A precisdo mede a capacidade do método analitico de obter resultados proximos. E
expressa por meio da repetibilidade, precisao intermediaria e/ou da reprodutibilidade,
através do coeficiente de variacdo (CV) ou desvio padrdo relativo (DPR) (Inmetro,
2020; Anvisa, 2017).

ICV = DPR = (DP / CMD) x 100

Sendo: DP — desvio padrdo; CMD — concentracdo média determinada.
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(4) Exatid&o

A exatiddo mede a capacidade do método analitico de obter resultados em
concordancia com o valor aceito como verdadeiro. E expressa pela relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente em 3 concentragdes diferentes
(baixa, média e alta) e a concentracdo tedrica correspondente (Inmetro, 2020; Anvisa,
2017).

[Exatidao = valor observado / valor esperado x 100)

(5) Recuperacéo

A recuperacdo / tendéncia mede a eficiéncia do processo de extracdo do método
analitico, sendo expressa numericamente semelhante a exatiddo. Admite-se uma
recuperacéo entre 85% e 115%, desde que seja exata e precisa (Inmetro, 2020; Anvisa,
2017).

IRecuperacao = valor observado / valor esperado x 100

(6) Limite de deteccéo

O limite de deteccdo (LD) de um método analitico € a menor concentragdo detectavel
do analito na amostra. E determinado experimentalmente pela avaliacio/percepcao
visual e/ou através da relacdo sinal/ruido, sendo aceitavel uma relagdo de 3:1 (Inmetro,
2020; Anvisa, 2017).

(7) Limite de quantifica¢ao

O limite de quantificacdo (LQ) de um metodo analitico € a menor concentracao
quantificavel do analito na amostra. E determinado experimentalmente pela
avaliacdo/percepcdo visual e/ou através da relacdo sinal/ruido, sendo aceitavel uma
relacdo de 10:1 (Inmetro, 2020; Anvisa, 2017).
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(8) Robustez

Dentro dos estudos de validacdo, este € um parametro opcional, o qual mede a
capacidade do método analitico de resistir a pequenas e deliberadas variagGes das
condigdes analiticas, fornecendo um indicativo de confiabilidade do método durante as
aplicacdes rotineiras (Inmetro, 2020; Anvisa, 2017).

v. TOXICOLOGIA REPRODUTIVA E DO DESENVOLVIMENTO

A pesquisa na area da toxicologia reprodutiva e do desenvolvimento é importante para
a atividade regulatéria que a compreende, pois abrange o estudo sobre o0s riscos e perigos
associados a exposicao a substancias toxicas durante o desenvolvimento pre-natal e pos-natal,
estendendo-se até a puberdade, momento em que ha a conclusdo de todos os processos de
desenvolvimento (Hood, 2012).

Teratologia € a ciéncia que estuda as causas, mecanismos e manifestagdes de desvios
do desenvolvimento de natureza estrutural ou funcional. O termo teratogenicidade tem sido
usado para significar a capacidade de produzir malformacéao que, por sua vez, € definida como
uma mudanca estrutural que pode afetar de forma negativa a sobrevivéncia, o
desenvolvimento ou a funcdo. O efeito teratogénico (teratogenicidade) pode ser resultado
tanto da acdo de substancias toxicas, quanto podem ser originarias de alteracdes genéticas e
epigenéticas. A suscetibilidade a teratogénese varia com o estagio do desenvolvimento no
momento da exposi¢do e com a concentracdo disponivel do toxicante no compartimento fetal
(Hood, 2012; Wilson & Fraser, 1977).

A placenta, estrutura especializada que se desenvolve concomitantemente com o
embrido, é constituida de varias camadas celulares interpostas entre a circulacdo materna e
fetal. Varios fatores influenciam a passagem do agente quimico para o compartimento fetal. A
concentracdo total que chega ao concepto é o produto de um conjunto de variaveis, algumas
relacionadas a capacidade funcional materna e outras relacionadas a natureza fisico-quimica
da propria substancia, que define a capacidade e 0 modo de passagem transplacentaria. A
maioria das substancias permeiam a barreira placentaria através de difusdo simples, mas
algumas utilizam outros mecanismos. Embora um agente quimico possua a capacidade de
permear a placenta, a concentracdo da substancia transferida para o concepto ndo é
proporcional a dosagem recebida pela mée. O organismo materno possui varios mecanismos

homeostaticos que reduzem a concentragdo sanguinea disponivel e livre para permear a
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placenta (Wilson & Fraser, 1977; Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008).

vi.  TIOPURINAS

As purinas (adenina e guanina) sdo bases nitrogenadas convertidas no organismo em
nucleosideos e nucleotideos fundamentais para a sintese dos &cidos nucleicos. S&o
sintetizadas como componentes de ribonucleotideos para a sintese de RNA e de
desoxirribonucleotideos para a sintese de DNA, e para 0 metabolismo energético e sinalizacdo
quimica extracelular, através de derivados ATP, GTP, AMPc e GMPc. Em geral, as purinas
sdo sintetizadas por duas vias: a sintese de novo e a via de recuperacdo. Enquanto a via de
novo utiliza uma ribose com dois pirofosfatos e a glutamina, a via de recuperacao utiliza as
purinas provenientes dos alimentos (Golan et al., 2009; Barreiros & Barreiros, 2012).

Os nucleosideos sdo N-glicosideos, nos quais um nitrogénio da pirimidina ou da
purina estd ligado ao carbono anomérico de um carboidrato (pentose). Os nucleotideos séo
ésteres do &cido fosforico dos nucleosideos, isto é, o nucleotideo é um nucleosideo com o
grupo 5’-OH ou 3’-OH ligado ao acido fosférico por meio de uma ligacdo éster (Barreiros &
Barreiros, 2012).

As tiopurinas sdo analogos sintéticos das purinas naturais, onde o &tomo de oxigénio
ou nitrogénio foi substituido por enxofre ou radical SH. Sdo farmacos amplamente utilizados
no tratamento da leucemia linfoblastica aguda, bem como para o tratamento de doencas
autoimunes e reumatoldgicas, doencas inflamatérias crbnicas dos intestinos e como
imunossupressores apds transplantes, uma vez que atuam como antagonistas, interferindo nos
processos bioquimicos envolvendo as purinas e resultando na inibicdo da sintese dos acidos
nucleicos e, portanto, em imunossupresséo (Van Scoik et al., 1985; Belizna et al., 2020).

O preciso modo pelo qual as tiopurinas agem causando imunossupressao permanece
em grande parte desconhecido. O mecanismo de acdo é complexo e multifacetado, e parece
incluir: (1) os blogueios da replicacao celular e da transcri¢do, através da sua incorporacdo ao
DNA e ao RNA, respectivamente; (2) o bloqueio da transducdo de sinais mediada pela
proteina Rac-1; (3) efeito antimetabdlico por meio da inibi¢do da sintese de GTP pela 6-metil-
tioinosinamonofosfato (6-MTIMP) (Tiede et al., 2003).

Entre as tiopurinas frequentemente usadas na clinica, destacam-se 0s analogos de
enxofre das purinas naturais: azatioprina (AZA), 6-mercaptopurina (6-MP) e 6-tioguanina (6-
TG). Essas pro-drogas, ap6s uma sequéncia de processos metabolicos complexos, sdo

transformadas em nucleosideos e nucleotideos farmacologicamente ativos, como a 6-metil-
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mercaptopurina ribosideo (6-MMPr), destacada na figura 1 (Van Scoik et al., 1985; Belizna et
al., 2020; Gomes-Carneiro et al., 2022).

Figura 1 — Metabolismo das tiopurinas
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Legenda: Vias metabdlicas do pro-farmaco Azatioprina (AZA) que leva a formagdo de compostos
farmacologicamente ativos. Abreviaturas: 6-mercaptopurina (6-MP), 6-metil-mercaptopurina (6-MMP), acido
tiurico (TA), 6-metil-mercaptopurina ribosideo (6-MMPr), monofosfato de tioinosina (TIMP), monofosfato de
metil-tioinosina (MTIMP), monofosfato de tioxantina (TXMP), 6-tioguanina (6-TG), 6-metil-tioguanina (6-
MTG), monofosfato de 6-tioguanosina (TGMP), difosfato de 6-tioguanosina (TGDP), trifosfato de 6-
tioguanosina (TGTP), monofosfato de 6-tiodesoxiguanosina (Thio-dGMP), difosfato de 6-tiodesoxiguanosina
(Thio-dGDP), trifosfato de 6-tiodesoxiguanosina (Thio-dGTP), glutationa S-transferase (GST), glutationa
(GSH), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT), tiopurina metiltransferase (TPMT), xantina
oxidase (OX), 5’nucleotidase II (5-NT2), monofosfato de inosina desidrogenase (IMPDH), monofosfato de
guanosina sintase (GMPS), *conversdo ndo enzimatica. Fonte: Gomes-Carneiro ef al. (2022).

As tiopurinas possuem uma janela terapéutica (margem de seguranga) relativamente
estreita e efeitos adversos como mielossupressdo, hepatotoxicidade, pancreatite e intolerancia
gastrointestinal, sendo a principal causa da interrup¢do do tratamento. A principal via de
inativacdo das tiopurinas é catalisada pela enzima citoplasmatica geneticamente polimorfica
tiopurina metiltransferase (TPMT). A atividade da TPMT e consequentemente a concentracao
de metabdlitos inativos estdo diretamente relacionadas ao polimorfismo genético, o que pode
explicar parcialmente as variagcbes nas respostas clinicas dos pacientes. O regime de
tratamento padrdo em pacientes que pertencem a subpopulacdo deficiente em TPMT, assim
como a coadministragdo com drogas que inibem a TPMT, pode resultar no acumulo de

metabdlitos ativos e no aumento da toxicidade durante o tratamento, sendo essa enzima um
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dos principais determinantes de toxicidade da tiopurina (Franca et al., 2021; Gomes-Carneiro
et al., 2022).

vii.  6-METIL-MERCAPTOPURINA-RIBOSIDEO (6-MMPR)

A 6-metil-mercaptopurina ribosideo (6-MMPr) [C11H14N4O4S], também conhecida
como 6-metil-tio-inosina (C11H14N404S), é formada por uma purina, uma desoxirribose, um
enxofre e uma metila. Pequenas diferencas estruturais diferem essa molécula do seu precursor
6-mercaptopurina (6-MP) [CsHaN4S] e da sua forma hidrolisada 6-metil-mercaptopurina (6-
MMP) [CsHsN4S], como apresentado na figura 2 (Pubchem, 2023).

A 6-MMPr € um produto do metabolismo de AZA e 6-MP. Esse metabolito, ribosilado
pela atividade da enzima hipoxantina-guanina fosforribosil transferase (HGPRT) e S-metilado
pela atividade da enzima TPMT, além de inibir a sintese de novo de purina, resultando no blo-
queio da sintese de DNA e RNA e, consequentemente, em efeitos citotoxicos, tem sido asso-
ciado a toxicidade hepética e leucopenia precoce durante o tratamento com AZA e 6-MP
(Gomes-Carneiro et al., 2022; Sousa et al., 2020).

Figura 2 — Molécuas de 6-MMPr, 6-MMP e 6-MP
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A AZA, a 6-MP e, particularmente, o metabdlito 6-MMPr possuem atividades
antivirais potentes contra varios virus de RNA em culturas celulares (in vitro) (HOOVER &
STRIKER, 2008). Hoover & Striker (2008) demonstraram que a metilacdo do enxofre na
posicdo 6 do anel purinico otimiza a atividade antiviral dos metaboélitos de AZA e 6-MP
contra o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em culturas de células. Enquanto a 6-MMP
apresentou pouca atividade antiviral, a adicdo de um ribosideo, formando a 6-MMPr,
aumentou a atividade em 500x, tornando a 6-MMPr o0 metabdlito mais ativo de AZA e 6-MP.
Segundo os autores, o potencial de acdo da 6-MMPr ndo se deve a um efeito celular-
especifico, mas sim a uma atividade virus-especifica, onde o metabdlito interfere na ligagdo
do RNA viral ao GTP no local de iniciacdo, reduzindo a replicacdo do material genético do
virus (Hoover & Striker, 2008).

Foi recentemente descrito que os nucleosideos 2'-C-metilados exerceram atividade in
vitro contra o Zika virus (ZIK-V), um arbovirus cujo genoma é formado por RNA de fita
simples, membro da familia Flaviviridae e género Flavivirus. Em 2015, a doenga surgiu no
Brasil como emergéncia em Saude Publica e foi associada ao grande aumento na incidéncia
de casos de microcefalia em bebés nascidos de maes infectadas durante a gestacdo. Dada a
urgéncia em desenvolver abordagens terapéuticas contra infec¢bes por ZIK-V, De Carvalho et
al. (2017) avaliaram a atividade da 6-MMPr in vitro em células neurais contra a cepa
epidémica de ZIK-V e concluiram gue o nucleosideo, por bloquear a replicacdo do virus, é um
forte candidato a medicamento antiviral para o tratamento desta infeccdo. Os autores
salientam que ndo ha dados precisos sobre a biodisponibilidade da 6-MMPr e especulam que
se a permeabilidade do nucleosideo for um fator impeditivo, modificagbes quimicas poderiam
contornar esse problema (Eyer et al., 2016; De Carvalho et al., 2017).

Todavia, Gomes-Carneiro et al. (2022) descreveram que a 6-MMPr apesar de ter
exibido elevada toxicidade para 0 organismo materno em ratos, aparentemente, ndo atingiu o
compartimento embrionario e fetal. Doses Unicas de 6-MMPr administradas no meio do
periodo de organogénese ndo foram embriotdxicas ou teratogénicas para ratos, 0 que contrasta
com a molécula precursora (6-MP), que apresentou potente efeito embrioletal e teratogénico.
Segundo os autores, até 0 momento, ndo ha evidéncia direta de que a 6MMPr seja um
substrato para transportadores de nucleosideos placentarios, assim como ndo ha qualquer
evidéncia de que a molécula seja biodisponivel no compartimento embrionario e fetal de
humanos ou roedores. Além disso, os autores salientam que o desenvolvimento da 6-MMPr
como potencial medicamento antiviral para tratamento de mulheres gravidas infectadas com o

virus Zika parece altamente improvavel (Gomes-Carneiro et al., 2022).
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Os achados de Gomes-Carneiro et al. (2022) corroboram com os achados de Neubert
et al. (1977), os quais descreveram que doses de até 60 mg/kg de 6-MMPr, administradas por
via subcuténea, ndo induziram malformacfes nas proles de camundongos (in vivo). Do
contrario, quando testada em meio de cultura de érgdos (ex vivo) observaram teratogenicidade
concentracdo-dependente, sugerindo que a 6-MMPr, quando administrada em fémeas gravidas
de camundongos, é pouco biodisponivel (ou nem mesmo o é) para o embrido/feto (Neubert et
al., 1977; Gomes-Carneiro et al., 2022).

Ainda, segundo Lim et al. (2011), apesar de ser um potente inibidor de flavivirus em
cultura de células, a 6-MMPr ndo foi eficaz contra a doenca do Nilo Ocidental em
camundongos, sugerindo que a 6-MMPr possui baixa biodisponibilidade no SNC (Lim et al.,
2011).
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2 JUSTIFICATIVA

A recente descoberta da atividade antiviral da 6-MMPr tem colocado este nucleosideo
em evidéncia e impulsionado o interesse em obter mais dados sobre o seu potencial
farmacoldgico e toxicoldgico, uma vez que esses dados Sdo escassos ou inexistentes, como,
por exemplo, a inexisténcia de dados sobre a cinética da 6-MMPr in vivo. Sendo o
conhecimento da farmacocinética / toxicocinética de um agente quimico fundamental para o
desenvolvimento de farmacos, ndo sé para compreender os dados pré-clinicos farmacolégicos
e toxicolégicos, como também para, futuramente, decidir o regime de administracdo nos
estudos clinicos de eficacia e seguranca.

Sabemos que um medicamento antiviral eficaz para combater infecgdes por ZIK-V
deve ser capaz de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) e inibir o virus, assim como,
em gestantes, também deve ser capaz de atravessar a barreira placentaria e impedir a
replicacdo do virus no tecido nervoso do concepto sem apresentar toxicidade para o
organismo materno e fetal. Somente se a atividade antiviral e a embriotoxicidade ndo
compartilharem um mecanismo comum seria viavel desenvolver agentes antivirais derivados
de 6-MMPr eficazes e seguros.

Dados experimentais recentes do nosso laboratorio (Gomes-Carneiro et al. [2022]) ndo
evidenciaram efeitos embriotdxicos ou teratogénicos significativos ap6s a exposicdo das
gravidas & 6-MMPr por via subcutanea em ratos, apesar do nucleosideo ter provocado elevada
toxicidade para o organismo materno. O que corrobora com a hipétese de que ndo ha
passagem transplacentaria desse nucleosideo, inviabilizando o seu potencial uso como
medicamento antiviral para tratamento de mulheres grédvidas infectadas com o ZIK-V.
Entretanto, segundo os autores, é preciso testar essa hipoOtese a partir de evidéncias diretas
obtidas em estudos analiticos que incluam dados sobre a cinética e biodisponibilidade da 6-
MMPr no compartimento embrionario e fetal. Sendo assim, o presente estudo pode ser
compreendido como complementar ao estudo de Gomes-Carneiro et al. (2022).

Muito se especula sobre a inexisténcia de evidéncia de que esse nucleosideo passe
através da placenta humana ou de roedores, mas, ao que sabemos, nenhum estudo até hoje
avaliou a cinética e a biodisponibilidade da 6-MMPr quando administrada in vivo. Embora as
evidéncias até 0 momento sugiram que ndo ha ou h& pouca passagem transplacentaria, faz-se
necessario confirmar essa hipotese de forma direta, avaliando a cinética da 6-MMPr (curva
das alteracGes dos niveis sanguineos [plasmaticos e eritrocitarios] do nucleosideo ao longo do

tempo), incluindo dados sobre passagem transplacentaria (fracdo biodisponivel no
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compartimento embrionério e fetal). Uma vez desenvolvido, 0 método analitico para a 6-
MMPr com adaptacdes também sera util para investigar a passagem pela BHE
posteriormente, assim como ser utilizado para 0 monitoramento dos metabolitos S-metilados
de AZA e 6-MP, uma vez que a toxicidade de AZA e 6MP demonstra ser dose-dependente das
concentracdes de seus metabolitos.
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3 OBJETIVOS
i. OBJETIVO GERAL
Investigar em que medida a 6-MMPr alcanga o compartimento fetal, como também, o
curso temporal da eliminacdo da 6-MMPr, quando administrada por via subcutanea em
ratas gravidas ao final da gravidez.

ii. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Desenvolver método satisfatorio de extracdo da 6-MMPr e 6-MMP nas

matrizes plasma e papa de hemaécias;

v" Desenvolver método satisfatério de analise da 6-MMPr e 6-MMP nas matrizes
plasma e papa de hemécias por CLUE/EM;

v Validar o método analitico desenvolvido para analisar a 6-MMPr e a 6-MMP

nas matrizes plasma e papa de hemaécias por CLUE/EM;

v Avaliar a estabilidade dos padrées 6-MMPr e 6-MMP em solucdo (metanol);

v Avaliar a cinética (curva das alteracOes dos niveis sanguineos [plasmaticos e

eritrocitarios] ao longo do tempo) da 6-MMPr em ratos;

v Avaliar a passagem transplacentaria (fracdo biodisponivel no compartimento
fetal) da 6-MMPr em ratos;
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4 METODOLOGIA
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para este estudo experimental in vivo foi escolhido utilizar ratos Wistar em idade de
reproducdo. Essa linhagem heterogénica (outbred) é frequentemente utilizada em pesquisas
biomédicas. Esses animais apresentam uma grande diversidade genética, possibilitando a re-
producéo de populagbes naturais.

Dois grupos foram constituidos: um grupo controle (G1[ratas ndo gravidas]) e um
grupo experimental (G2 [ratas gravidas]). Os grupos se diferem apenas no parametro gravi-
dez. Enquanto o grupo G1 é formado por nédo gravidas tratadas com 6-MMPr, o grupo G2 é
formado por gravidas tratadas com 6-MMPr no 21° dia de gestacdo (GD 21), como apresenta-
do na figura 3. Ao todo, seis ratas foram utilizadas, distribuidas em trés por grupo, onde cada

animal forneceu amostras de sangue correspondentes a 5 pontos da curva cinética.

Figura 3 — Resumo experimental
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Legenda: A - amostras para avaliacdo da cinética da 6-MMPr em ratas (gravida e ndo gravida). B - amostras
para avaliagdo da passagem transplacentéria da 6-MMPr em ratas. G1 - grupo das ndo gravidas tratadas. G2 -
grupos das gravidas tratadas. Fonte: Proprio autor, 2023.

Neste estudo, a cinética da 6MMPr (curva das alteracbes dos niveis sanguineos
[plasmaticos e eritrocitarios] ao longo do tempo) foi avaliado através da analise por
CLUE/EM do sangue do animal tratado em dose Unica coletado em tempos subsequentes. O
sangue foi separado formando duas matrizes: plasma e concentrado (papa) de hemécias,
permitindo avaliar também a tendéncia de migracdo da 6-MMPr no compartimento
sanguineo. A passagem transplacentaria da 6-MMPr foi avaliada através da analise por
CLUE/EM do sangue dos fetos (GD 21) de mae tratada em dose Unica. Para que as analises
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por CLUE/EM fossem realizadas, foi preciso desenvolver e validar uma metodologia analitica
para a 6-MMPr e para a sua forma hidrolisada 6-MMP suficientemente sensivel, precisa,

exata, estavel e capaz de recuperar satisfatoriamente os analitos nas matrizes.
4.2 REAGENTES
Esse estudo utilizou os seguintes reagentes:

v’ 6-metil-mercaptopurina ribosideo (6-MMPr), pureza-HPLC: > 99%, peso molecu-
lar 298,32 g/mol (Sigma-Aldrich®);

v’ 6-metil-mercaptopurina (6-MMP), pureza: > 95%, peso molecular 166,20 g/mol
(Toronto Research Chemicals®);

v/ 6-mercaptopurina monohidratada (6-MP), pureza-HPLC: > 97.5%, peso molecular
170,19 g/mol (Sigma-Aldrich®);

v' Ditiotreitol, pureza-HPLC: > 98%, peso molecular 154,25 g/mol (Sigma-
Aldrich®);

v Metanol, pureza-HPLC: > 99,9%, peso molecular 32,04 g/mol (J.T.Baker®);

<

Cloroférmio, pureza-CG: > 99,8%, peso molecular 32,04 g/mol (Merck®);
v Hidréxido de Amodnio, peso molecular 35,05 (Sigma-Aldrich®).

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar com idade entre 9-12 semanas de vida, comprados da
Universidade Federal de Rio de Janeiro (UFRJ). Apds o recebimento dos animais com 60 dias
de vida, machos e fémeas foram alojados individualmente em gaiolas standard, e mantidos em
condicbes controladas de temperatura (23 + 1 °C), fotoperiodo (12 horas) e umidade relativa
(70%).

A utilizacdo e o manuseio dos ratos ocorreram de acordo com o disposto na legislacdo
brasileira de protecdo e bem-estar dos animais, e seguiram a diretriz brasileira para o cuidado
e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA). Essa diretriz nacional esta
alinhada com o contido no Guia para Uso de Animais de Laboratorio (Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, 8th edition, 2011) publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos
EUA.
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O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FIOCRUZ: Licenca LW-10/109.

4.4 ACASALAMENTO DE GRAVIDEZ

Duas horas antes do término da fase escura do fotoperiodo, as ratas foram transferidas
para a gaiola de macho sexualmente maduro e experiente, e permaneceram na presenca do
macho por duas horas. Findo o periodo de coabitacdo, as fémeas foram retiradas da gaiola e
examinadas para a presenca de tampdo vaginal (plug) e/ou para a presenca de
espermatozoides no lavado vaginal (confirmacdo da copula).

Nos casos em que foi notado o plug e/ou a presenca de espermatozoides no lavado
vaginal, as fémeas foram consideradas gravidas (sendo o dia da confirmacdo da copula
definido como o dia zero da gestacdo) e transferidas para gaiolas individuais, sendo
identificadas como pertencentes ao grupo G2.

O mesmo protocolo de acasalamento foi repetido nos dias subsequentes até que fosse
atingido o nimero pretendido de fémeas gravidas para o grupo experimental. O peso das
gravidas foi acompanhado semanalmente até o dia programado para a cesarea.

4.5 TRATAMENTO

As ratas de ambos os grupos (G1 e G2) foram tratadas por via subcutanea (pele sobre
0 pesco¢o) com uma solucdo recém preparada contendo 15 mg/kg de 6-MMPr em salina
0,9%. O volume de injecdo foi ajustado de acordo com o peso do animal, respeitando a dose
final de 15 mg/kg e ndo excedendo o volume de 3 mL.

4.5.1 Preparo de solu¢do 6-MMPr em salina

A solucdo de 6-MMPr utilizada no tratamento foi preparada em bal&o volumétrico de

10 mL usando solugéo salina 0,9% em uma concentracao final de 3 mg/mL.

4.6 COLETA DO SANGUE PARA CONSTRUCAO DA CURVA CINETICA

Ap0s o tratamento em dose Unica, os intervalos de tempo selecionados para a coleta do
sangue e construcdo da curva de alteraces dos niveis plasmaticos ao longo do tempo em ratas
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gravidas (G2) foram 5, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 1440 minutos, formando uma
curva cinética de dez pontos. Os intervalos de tempo selecionados para a coleta do sangue e
construcdo da curva de alteragdes dos niveis plasmaticos ao longo do tempo em ratas ndo
gravidas (G1) foram 5, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 360 e 1440 minutos,
formando uma curva cinética de treze pontos.

Em cada ponto, aproximadamente 500 pL de sangue foram coletados em tubo tipo
Eppendorf com capacidade de 1,5 mL contendo 20 pL de anticoagulante heparina pela veia

lateral da cauda do animal com auxilio de agulha heparinizada.

4.7 CESAREA E COLETA DO SANGUE DOS FETOS

As cesareas das ratas do grupo G2 foram realizadas, no 21° dia de gestacdo, ap6s a
coleta do sangue da mae correspondente ao ultimo ponto (120 e 1440 minutos apds o
tratamento). As maes foram eutanasiadas por decapitacdo ap6s anestesia. Constatado o dbito,
foi feita uma incisdo na parede abdominal para retirada do utero gravidico e seu contetdo. O
utero gravidico foi pesado com todo o seu contedo e, posteriormente, aberto com cuidado.
Antes da retirada dos fetos, foi coletado um pool de liquido amnidtico, em seguida, os fetos
foram retirados, limpos e eutanasiados por decapitacdo. Uma a duas gotas de sangue de cada
feto foi coletada em tubo tipo Eppendorf com capacidade de 1,5 mL contendo 20 pL de

anticoagulante heparina para formacéo do pool de sangue.

4.8 SEPARACAO DAS MATRIZES PLASMA E CONCENTRADO (PAPA) DE
HEMACIAS

O sangue coletado foi centrifugado a 12.000 x g (RCF) por 15 minutos a temperatura
ambiente para separacdo do plasma e do concentrado (papa) de hemacias. Apos a
centrifugacdo, o plasma foi cuidadosamente retirado e imediatamente armazenado a -20°C
para ser analisado posteriormente. Apos a retirada do plasma, com auxilio de uma pipeta
automatica, uma aliquota de 100 pL da papa de hemacias foi retirada do fundo do precipitado
e ressuspendida em outro tubo contendo 300 pL de agua ultrapura. A nova amostra foi agitada
para promover a lise (rompimento) total das hemacias e liberacdo do analito, em seguida foi

armazenada a -20°C para ser analisada posteriormente.
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4.9 METODO DE EXTRACAO

Um meétodo de extracdo unico foi desenvolvido neste estudo para as matrizes plasma e
papa de hemacias. O método foi pensado a fim de evitar uma possivel degradacao dos analitos
durante o processo de extracdo, e assim garantir resultados confidveis e reais.

Ao contrario dos métodos descritos na literatura, neste método inédito, a ndo acidifica-
cao do meio, evita que ocorra a hidrolise quimica da 6-MMPr, permitindo trabalhar com o
analito integro. Uma vez que este estudo pretende tratar animais para estudar o comportamen-
to cinético da 6-MMPr, torna-se importante garantir que o analito em solucdo chegue integro
no organismo do animal, assim como que, durante o processo de extracao das matrizes, o ana-
lito e seus metabdlitos se mantenham integros e com o minimo de perdas durante o processo.

O método compreende trés etapas (Figura 5). A primeira utiliza DTT na concentracdo
0,1M, o qual confere protecdo aos grupos tiol (SH) e reduz pontes dissulfeto em peptideos e
proteinas. A segunda utiliza metanol como agente precipitante de proteinas. A terceira utiliza
cloroférmio que desnatura as proteinas e as torna insollveis na fase aquosa, onde encontra-se
0 analito. Ao adicionar uma fase orgénica ao processo de extragdo, possiveis interferentes de
matriz que tenham afinidade com essa fase iram migrar, tornando a fase aquosa mais limpa e
facilitando a analise do analito. Ao final do processo, formam-se trés fases (Figura 4), onde o
precipitado encontra-se no meio, fase aquosa na superficie e a fase organica no fundo.

Como demonstrado na figura 5, nesse método de extracdo, uma aliquota de 50 pL da
matriz é transferida para um tubo do tipo Eppendorf com capacidade de 1,5 mL. Em seguida,
50 pL de DTT 0,1M é adicionado na amostra que € levada ao vortex, em velocidade média,
por 30 segundos. Na sequéncia, 150 pL de metanol € adicionado na amostra que é levada
novamente ao vortex, em velocidade média, por 30 segundos. Por fim, 50 uL de cloroférmio é
adicionado na amostra que € levada ao vortex, em velocidade forte, por 30 segundos. Findo o
processo, a amostra é centrifugada na condicdo 12.000 x g (RCF) por 15 minutos a
temperatura ambiente e, ap06s, uma aliquota de 200 pL do sobrenadante é retirada e
adicionada a um vial contendo 200pL de metanol.

Todas as amostras foram extraidas no dia conseguinte a coleta e analisadas nao

excedendo o periodo de uma semana pos-extracao.
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Figura 4 — Amostra extraida

Legenda: Na sequéncia, da esquerda para a direita, matriz papa de hemacias extraida e matriz plasma extraida.
Fonte: Prdprio autor, 2023.



Figura 5 — Método de extracdo 6-MMPr nas matrizes plasma e papa de hemacias
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4.10 METODO CROMATOGRAFICO

Neste estudo, as analises foram realizadas por um sistema de cromatografia em fase li-
quida de ultra eficiéncia (CLUE) da Thermo® Dionex Ultimate 3000 associado a um espec-
trdmetro de massas (EM) com analisador do tipo armadilha de ions (ion trap) da Thermo®
LCQ Fleet, cedido, em colaboracdo, pela Central Analitica do Departamento de Produtos Na-
turais (DPNA) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como

apresentado na Figura 6.

Figura 6 — CLUE/EM utilizado nesse estudo em colaboragdo com o DPNA-UFRJ

T

Fonte: Acervo da Central Analitica do DPNA da Faculdade de Farmacia da UFRJ.
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No método analitico desenvolvido, 3 puL de amostra foi injetado a um sistema croma-
tografico composto por uma coluna ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 um, column (2.1 mm X
100 mm) da Waters a uma temperatura de 40°C. Duas fases mdveis foram utilizadas para con-
duzir a separagdo cromatografica, a fase ""A” consistia em &gua ultrapura acidificada com
0,1% de &cido férmico, enquanto a fase "B” consistia em acetonitrila. A elui¢do foi realizada
em modo gradiente linear, com taxa de fluxo do eluente fixo em 0,35 mL/min, como apresen-
tado na Tabela 1. Na espectrometria de massas, foi realizada uma ionizacdo por eletrospray
(IES) no modo positivo. As configuragOes para temperatura e voltagem do capilar foram, res-
pectivamente, 335°C e 30V, enquanto a voltagem na fonte foi de 5kV. As taxas de fluxo de gas
foram: fluxo sheat gas 35UA, fluxo aux gas 10UA, fluxo sweep gas OUA. Para o desenvol-
vimento do meétodo analitico, as analises foram realizadas em modo de monitoramento  full
scan” (modo de monitoramento que analisa todos os ions presentes na amostra) na faixa de
m/z 100 a 700 Da. Apos a identificacdo e selegdo dos ions de trabalho, as analises foram reali-
zadas em modo ‘’SIM” (Select lon Monitoring), a fim de tornar a precisdo e a sensibilidade
da espectrometria de massas ainda maior, analisando apenas os ions de interesse. No modo
“’SIM”™ as transi¢des de massas monitoradas foram 152,50 a 153,50 (para a 6-MP), 164,50 a
169,50 (para a 6-MMP), 296,50 a 303,50 (para a 6-MMPr). Para tratar os dados foi utilizado o

programa Thermo Xcalibur Qual Browser.

Tabela 1 — Método analitico desenvolvido para analise da 6-MMPr, 6-MMP e 6-MP

Gradiente
Equipa- Tempera- Fluxo Fase A Fase B
mento lonizacéo Analisador Coluna Fase movel tura (mL/min) Tempo (%) (%)
H,0 (+ 035 0 90 10
ACQUITY acido 0,35 5 90 10
eletrospray C18 formico 035 9 75 25
(IES) 0,1%) '
CLUE/EM lon trap 18um __ 40C 0,35 10 5 95
modo 150 mm x
positivo (2 . 0,35 15 5 95
Waters e ACN 0,35 15 90 10
0,35 20 90 10

Legenda: CLUE/EM - cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas;
H,O — &gua ultrapura; ACN — acetonitrila; Fase A — &gua ultrapura acidificada com 0,1% de acido formico; Fase B
— acetonitrila. Fonte: Proprio autor, 2023.
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4.10.1 Validacao do método cromatografico

Este estudo utilizou a RDC n° 166, de 24/07/2017 da ANVISA, a resolugédo n° 899, de
29 de maio de 2003 da ANVISA e o documento Inmetro DOQ-CGCRE-008, de 04/2020,
revisdo n® 8 como norteadores para a validacdo da metodologia analitica.

A validacdo da 6-MMPr contemplou 0s seguintes parametros: Especificidade /
Seletividade, Linearidade / Sensibilidade, Precisdo, Exatiddo, Recuperacdo, Limite de
deteccdo e Limite de quantificagdo. Devido a contratempos, baixa disponibilidade para
utilizar o equipamento e pouco tempo para concluir o estudo, foi escolhido nédo avaliar o
parametro opcional robustez, assim como na validacdo da 6-MMP optou-se por realizar uma
validacao parcial, contemplando os mesmo parametros da validacdo da 6-MMPr, porém nao
sendo feitas analises “intradia” e “interdia” que avalia a congruéncia entre os resultados de

analises de amostras multiplas, realizadas no mesmo dia e em dias diferentes.

4.10.2 Teste de estabilidade dos padrdes

Para testar a estabilidade dos padrbes, foram preparadas solucdes estoque de cada
padrdo (6-MMP e 6-MMPr) na concentracdo 1 mg/mL em metanol, das quais foram retiradas
aliquotas para serem analisadas e, em seguida, foram hermeticamente lacradas e armazenadas
a -20°C. Apos um periodo de 60 dias, aliquotas das mesmas solugdes foram analisadas para

comparacao de seus sinais cromatograficos e areas

4.10.3 Preparo e armazenagem de solugdes

A solucdo estoque de 6-MP foi preparada em baldo volumétrico de 25 mL usando
NH4+OH 1N em uma concentragdo final de 1 mg/mL. De maneira semelhante, as solucdes de
6-MMP e 6-MMPr foram preparadas em baldo volumétrico de 25 mL usando metanol em
uma concentragéo final de 1 mg/mL.

O ditiotreitol (DTT), utilizado no método de extracao, foi preparado em baldo volumé-
trico de 25 mL usando agua ultrapura em uma concentracgdo final de 0,1 M.

As solucdes dos padrdes foram armazenas a -20°C e utilizadas por no méximo 30 dias,
enquanto a solucdo do DTT foi armazenada entre 2 - 8 °C, sendo estabelecido o tempo de

armazenamento e uso de no maximo uma semana, devido a instabilidade do DTT em solucéo.
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5 RESULTADOS

5.1 METODO ANALITICO PARA A 6-MMPR, 6-MMP e 6-MP POR CLUE/EM

Para testar o método analitico foi preparada uma solucdo estoque do padrdo 6-MP na
concentragdo 1 mg/mL em NH4OH 1N e dos padrdes 6-MMP e 6-MMPr na concentragdo 1
mg/mL em metanol. Uma aliquota dessas solucdes foi retirada e diluida com metanol na pro-
porc¢éo 1:1, gerando uma concentracdo final de 0,5 mg/mL. Os padrdes foram injetados juntos
e separadamente nas condicOes descritas na Tabela 1.

O metodo gerou um sinal cromatografico intenso e simétrico da 6-MP apds 1 minutos
de corrida (Figura 7 e Tabela 2). A fragmentacdo da 6-MP em modo de andlise positivo gerou
majoritariamente os ions moleculares protonados 153 (correspondente ao ion 152 + 1 préton)
e 326 (correspondente ao ion 325 + 1 préton).

O método gerou um sinal cromatografico intenso e simétrico da 6-MMP apds 5 minu-
tos de corrida (Figura 8 e Tabela 2). A fragmentacdo da 6-MMP em modo de anélise positivo
gerou majoritariamente o ion molecular protonado 167 (correspondente ao ion 166 + 1 pro-
ton).

O método gerou um sinal cromatografico intenso e simétrico da 6-MMPr ap6s 7 minu-
tos de corrida (Figura 9 e Tabela 2). A fragmentacéo da 6-MMPr em modo de analise positivo
gerou majoritariamente os ions moleculares protonados 167 (correspondente ao ion 166 + 1
préton) e 299 (correspondente ao ion 298 + 1 préton).

Os valores de massas foram conferidas na National Center for Biotechnology Informa-

tion — Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabela 2 — Dados obtidos pela anélise por CLUE-IES-EM em modo de monitoramen-

to “full scan”

Férmula Tempo de lon Massa
Padrdo
molecular retencédo molecular calculada
6-MP CsHaN4S 1,3+0,2 152 153
6-MMP CeHeN4S 50£0,2 166 167
6-MMPr C11H14N4O4S 79+0,2 298 299

Fonte: Proprio autor, 2023.



Figura 7 — Cromatograma e espectro de massas obtidos
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Amostra = padrdo 6-MP na concentra¢do 0,5 mg/mL em NH,OH/MeOH (1:1). Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 8 — Cromatograma e espectro de massas obtidos na analise do padrao 6-MMP por
CLUE/EM
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Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento “’full scan”. Tempo de retencdo da 6-MMP = 5,0 +
0,2. Amostra = padrdo 6-MMP na concentracdo 0,5mg/mL em MeOH. Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 9 — Cromatograma e espectro de massas obtidos na andlise do padrdo 6-MMPr por
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Legenda: Anélises realizadas em modo de monitoramento “’full scan”. Tempo de reten¢do da 6-MMPr =7,9 +
0,2. Amostra = padrdo 6-MMPr na concentragdo 0,5 mg/mL em MeOH. Nota: O sinal cromatogréafico no tempo
de retencdo 13,9 é referente a alguma impureza presente no padréo da 6-MMPr. Nas analises realizadas em modo
“SIM” o sinal da impureza ndo aparece. Fonte: Prdprio autor, 2023.



44

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA A 6-MMPR
5.2.1 Especificidade / Seletividade

O método analitico demostrou especificidade e seletividade para a 6-MMPr, sendo ca-
paz de identificar e quantificar o nucleosideo, inequivocamente, mesmo na presenca de inter-
ferentes de matriz e de outros padrdes.

A mesma concentracdo do padrdo 6-MMPr foi analisada isoladamente nas matrizes
branco (metanol), plasma e papa de hemacias, e junto ao padrdo 6-MMP na matriz branco
(metanol), o que permitiu comparar 0s sinais cromatograficos e areas e demonstrar a especifi-
cidade e seletividade do método, como esta apresentado na tabela 3 e na figura 10.

Foi observado grande semelhanca nos resultados das trés matrizes, sugerindo que a re-
cuperacao do analito foi bem-sucedida, assim como né&o deve haver efeito de matriz significa-

tivo.

Tabela 3 — Tempo de retencéo e area da 6-MMPr nas matrizes metanol, plasma e papa de
hemacias

. Maximo Inicio Fim .
Matriz TR TR TR Area
Metanol 7.76 7.56 8.06 128758.4
Plasma 7.72 7.51 8.00 121751.8
Papa de hemécias 7.73 7.53 8.00 120449.0

Legenda: TR — tempo de retengdo. Maximo TR — tempo referente ao pico maximo do sinal cromatogréfico.
Inicio TR — tempo referente ao inicio do sinal cromatogréafico. Fim TR — tempo referente ao final do sinal
cromatografico. Fonte: Prdprio autor, 2023.
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Figura 10 — Cromatogramas demonstrando especificidade e seletividade da 6-MMPr
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Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento <’SIM”. Tempo de retengdo da 6-MMPr =7,9 £ 0,2.
No eixo Y encontra-se a abundancia relativa. No eixo X encontra-se o tempo de analise. A — matriz metanol
dopada com o padrdo 6-MMPr; B — matriz plasma dopada com o padrdo 6-MMPr; C — matriz papa de hemacias
dopada com o padrdo 6-MMPr; D — matriz metanol dopada com os padrdes 6-MMP e 6-MMPr. Fonte: Proprio
autor, 2023.
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5.2.2 Linearidade / Sensibilidade

A linearidade / sensibilidade do método foi avaliada por meio da analise da curva ana-
litica da 6-MMPr nas matrizes branco (metanol), plasma e papa de hemacias no intervalo de
concentracdo entre 500 e 64000 ng/mL, formando trés curvas analiticas com oito niveis de
concentragdo neste intervalo: 500, 1000, 2000, 4000, 8000, 16000, 32000, 64000 ng/mL. A
curva analitica foi preparada através de dilui¢des seriadas do padrdo (Figura 11), as quais fo-

ram utilizadas para dopar as matrizes posteriormente.

Figura 11 — DiluicGes seriadas da curva analitica
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Fonte: Préprio autor, 2023.

O critério de aceitacdo para o coeficiente de correlacdo linear (R?) na projecédo da cur-
va analitica foi igual ou superior a 0,99, como preconizado pela RDC n° 166, de 24/07/2017
da ANVISA. As equacgOes lineares foram obtidas por célculo da regresséo linear pelo método
dos minimos quadrados. Todas as curvas demostraram linearidade apresentando coeficientes
de correlagéo linear superiores a 0,99 (Figuras 12, 13, 14).

Como orientado pelo INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, revisao n° 8, o efei-
to de matriz foi avaliado através do teste t (Student) para comparacdo das inclinag@es das cur-
vas analiticas. Para que fosse aplicado o teste t, foi realizado previamente o teste f (Fisher) e
verificado se as amostras possuiam variancias supostamente iguais ou diferentes. Como apre-
sentado na Tabela 4, os valores de p foram maiores que 0,05 e, portanto, devemos aceitar a
hipotese nula de que ndo ha diferenca significativa entre as variancias das médias, assim como
ndo ha diferenga significativa entre as médias. Sendo assim, ndo ha efeito de matriz significa-
tivo, permitindo que as préximas etapas da validacdo fossem demonstradas apenas na matriz

branco (metanol).



Tabela 4 — Valores de p / Efeito de matriz da 6-MMPr

Matrizes p-valor (teste f) p-valor (teste t)
Branco x Plasma 0,88 0,45
Branco x Papa de hemacias 0,87 0,48

Legenda: teste f (teste f de fisher) — avalia a variancia entre duas médias. teste t (teste t
de student) — compara duas médias quanto a uma variavel quantitativa com distribuigdo
normal. p-valor — medida da forca de evidéncia dos achados contra Ho. p < 0,05. Fonte:
Préprio autor, 2023.

Figura 12 — Curva analitica da 6-MMPr em metanol
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Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 13 — Curva analitica da 6-MMPr em plasma
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Figura 14 — Curva analitica da 6-MMPr em papa de hemécias
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Fonte: Prdprio autor, 2023.
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5.2.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada “intradia” (avalia congruéncia entre os resultados
de andlises de amostras multiplas, realizadas no mesmo dia) ¢ “interdia” (avalia congruéncia
entre os resultados de analises de amostras multiplas, realizadas em dias diferentes), conside-
rando trés niveis de concentracdo da curva analitica: 64000, 32000 e 16000 ng/mL, em tripli-
cata.

O critéerio de aceitacdo estabelecido para os coeficientes de variacdo (CV) foi de valo-
res iguais ou inferiores a 15%, conforme descrito na resolucao n° 899, de 29 de maio de 2003
da ANVISA.

Como representado na Tabela 5, 0 método demonstrou ser preciso, expressando valo-

res de CV inferiores a 15%.

Tabela 5 — Precisdo do método analitico para a 6-MMPr
Precisdo (CV%)
ng/mL 64000 (n=12) 32000 (n=12) 16000 (n=12)
Intradia 2,28 1,50 0,93

Interdia 0,45 0,20 0,37

Nota: Formula - CV% = (DP/CMD)x100, onde DP ¢é o desvio-padrdo e CMD ¢ a
concentragdo média determinada. Fonte: Prdprio autor, 2023.

5.2.4 Exatidao e Recuperacao

A exatiddo e a recuperagdo do método foram avaliadas “intradia” e “interdia”, consi-
derando trés niveis de concentragdo da curva analitica: 64000, 32000 e 16000 ng/mL, em tri-
plicata.

A exatiddo foi expressa por meio da recuperacéo percentual do analito de concentracdo
conhecida adicionado a amostra. O critério de aceitacdo estabelecido para a recuperacdo foi
de valores entre 80% e 115%, conforme descrito no documento Inmetro DOQ-CGCRE-008.

Como representado na Tabela 6, 0 método analitico demonstrou ser exato e recuperar

satisfatoriamente a 6-MMPTr.
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Tabela 6 — Exatiddo / Recuperacdo do método analitico para a 6-MMPr
Exatidao / Recuperacao (%)
ng/mL 64000 (n=12) 32000 (n=12) 16000 (n=12)
Intradia 95,06 109,62 110,82

Interdia 95,06 109,62 110,81

Nota: Formula - Exatiddo / Recuperacdo = (CMD/CT)x100, onde CMD ¢
concentracdo média determinada e CT € a concentragdo teérica. Fonte: Proprio autor,
2023.

5.2.5 Limites de detecc¢do e quantificacéo

Por meio de uma curva concentracdo-resposta do padrdo 6-MMPr em metanol, o
limite de deteccdo (LD) encontrado para a 6-MMPr foi de 125 ng/mL e o limite de
quantificacdo (LQ) foi de 250 ng/mL, como apresentado na Figura 15. Os valores encontrados
também se aplicam as matrizes plasma e papa de hemécias, haja vista que nao foi encontrado

efeito de matriz significativo ao comparar essas matrizes com a matriz branco (metanol).
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Figura 15 — Cromatogramas referentes ao limite de deteccdo e quantificacdo da 6-MMPr, res-

pectivamente
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Legenda: Andlises realizadas em modo de monitoramento ’SIM”. Tempo de reten¢éo da 6-MMPr = 7,9 + 0,2.
O cromatograma superior (em preto) é referente a amostra padrdo de 6-MMPr em metanol na concentracdo 125
ng/mL = LOD, enquanto o cromatograma inferior (em vermelho) é referente a amostra padrdo de 6-MMPr em
metanol na concentragdo 250 ng/mL = LOQ. Fonte: Proprio autor, 2023.
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5.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA A 6-MMP
5.3.1 Especificidade / Seletividade

O método analitico demostrou especificidade e seletividade para a 6-MMP, sendo ca-
paz de identificar e quantificar o nucleosideo, inequivocamente, mesmo na presenca de inter-
ferentes de matriz e de outros padrdes.

A mesma concentragdo do padrdo 6-MMP foi analisada isoladamente nas matrizes
branco (metanol), plasma e papa de hemaécias, e junto ao padrdo 6-MMPr na matriz branco
(metanol), o que permitiu comparar 0s sinais cromatograficos e areas e demonstrar a especifi-
cidade e seletividade do método, como esta apresentado na Tabela 7 e na Figura 16.

Foi observado grande semelhanca nos resultados das trés matrizes, sugerindo que a re-
cuperacao do analito foi bem-sucedida, assim como né&o deve haver efeito de matriz significa-

tivo.

Tabela 7 — Tempo de retencdo e area da 6-MMP nas matrizes metanol, plasma e papa de
hemacias

. Maximo Inicio Fim .
Matriz TR TR TR Area
Metanol 4.94 4.77 6.20 246846
Plasma 4.92 4.76 6.58 243407
Papa de hemécias 4.93 7.79 6.15 245331

Legenda: TR — tempo de retencdo. Maximo TR — tempo referente ao pico maximo do sinal cromatografico.
Inicio TR — tempo referente ao inicio do sinal cromatografico. Fim TR — tempo referente ao final do sinal
cromatografico. Fonte: Prdprio autor, 2023.
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Figura 16 — Cromatogramas demonstrando especificidade e seletividade da 6-MMP
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Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento ’SIM”. Tempo de reten¢do da 6-MMP = 4,9 + 0,2.
No eixo Y encontra-se a abundancia relativa. No eixo X encontra-se o tempo de analise. A — matriz metanol
dopada com o padrdo 6-MMP; B — matriz plasma dopada com o padrdo 6-MMP; C — matriz papa de hemacias
dopada com o padrdo 6-MMP; D — matriz metanol dopada com os padrdes 6-MMP e 6-MMPr. Fonte: Préprio
autor, 2023.
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5.3.2 Linearidade / Sensibilidade

A linearidade / sensibilidade do método foi avaliada por meio da andlise da curva ana-
litica da 6-MMP nas matrizes branco (metanol), plasma e papa de hemécias no intervalo de
concentracdo entre 1000 e 64000 ng/mL, formando trés curvas analiticas com quatro niveis de
concentracdo neste intervalo: 1000, 4000, 16000, 64000 ng/mL. A curva analitica foi realizada
através de diluicGes seriadas de forma semelhante ao realizado na validacéo da 6-MMPr.

O critério de aceitacdo para o coeficiente de correlacdo linear (R?) na projecdo da cur-
va analitica foi igual ou superior a 0,99, como preconizado pela RDC n° 166, de 24/07/2017
da ANVISA. As equacdes lineares foram obtidas por calculo da regresséo linear pelo método
dos minimos quadrados. Todas as curvas demostraram linearidade apresentando coeficientes
de correlagéo linear superiores a 0,99 (Figuras 17, 18, 19).

Como orientado pelo INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, revisao n° 8, o efei-
to de matriz foi avaliado através do teste t (Student) para comparacédo das inclinacGes das cur-
vas analiticas. Para que fosse aplicado o teste t, foi realizado previamente o teste f (Fisher) e
verificado se as amostras possuiam variancias supostamente iguais ou diferentes. Como apre-
sentado na Tabela 8, os valores de p foram maiores que 0,05 e, portanto, devemos aceitar a
hipdtese nula de que ndo ha diferenca significativa entre as variancias das médias, assim como
ndo ha diferenca significativa entre as medias. Sendo assim, ndo ha efeito de matriz significa-
tivo, permitindo que as outras etapas da validacdo fossem demonstradas apenas na matriz

branco (metanol).

Tabela 8 — Valores de p / Efeito de matriz da 6-MMP

Matrizes p-valor (teste f) p-valor (teste t)
Branco x Plasma 0,84 0,44
Branco x Papa de hemacias 0,93 0,48

Legenda: teste f (teste f de fisher) — avalia a variancia entre duas médias. teste t (teste t
de student) — compara duas médias quanto a uma variavel quantitativa com distribuicéo
normal. p-valor — medida da forca de evidéncia dos achados contra Ho. p < 0,05. Fonte:
Préprio autor, 2023.



Figura 17 — Curva analitica da 6-MMP em metanol
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Fonte: Prdprio autor, 2023.

Figura 18 — Curva analitica da 6-MMP em plasma
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Fonte: Prdprio autor, 2023.
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Figura 19 — Curva analitica da 6-MMP em papa de hemacias
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Fonte: Préprio autor, 2023.

5.3.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em andlise Unica, considerando trés niveis de con-
centragdo da curva analitica: 64000, 16000 e 4000 ng/mL, em triplicata.

O critério de aceitacdo estabelecido para os coeficientes de variacdo (CV) foi de valo-
res iguais ou inferiores a 15%, conforme descrito na resolugdo n° 899, de 29 de maio de 2003
da ANVISA.

Como representado na Tabela 9, 0 método demonstrou ser preciso, expressando valo-

res de CV inferiores a 15%.

Tabela 9 — Precisdo do método analitico para a 6-MMP
ng/mL 64000 (n=3) 16000 (n=3) 4000 (n=3)
Preciséo (CV%) 1,76 1,50 3,05

Nota: Férmula - CV% = (DP/CMD)x100, onde DP é o desvio-padrdo e CMD € a concentragdo média
determinada. Fonte: Prdprio autor, 2023.

5.3.4 Exatidao e Recuperacéo

A exatiddo e a recuperacdo do método foram avaliadas em anélise Unica, considerando

trés niveis de concentracdo da curva analitica: 64000, 16000 e 4000 ng/mL, em triplicata.
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A exatiddo foi expressa por meio da recuperacéo percentual do analito de concentragdo
conhecida adicionado a amostra. O critério de aceitacdo estabelecido para a recuperacdo foi
de valores entre 80% e 115%, conforme descrito no documento Inmetro DOQ-CGCRE-008.

Como representado na Tabela 10, o metodo analitico demonstrou ser exato e recuperar
satisfatoriamente a 6-MMPr.

Tabela 10 — Exatidao / Recupera¢do do método analitico para a 6-MMP
ng/mL 64000 (n=3) 16000 (n=3) 4000 (n=3)

Exatidao / Recuperacédo (%) 99,60 105,80 97,90

Nota: Férmula - Exatiddo / Recuperagdo = (CMD/CT)x100, onde CMD é concentra¢do media
determinada e CT é a concentracéo tedrica. Fonte: Prdprio autor, 2023.

5.3.5 Limites de deteccdo e quantificacao

Por meio de uma curva concentragdo-resposta do padréo 6-MMP em metanol, o limite
de detecgéo (LD) encontrado para a 6-MMPr foi de 100 ng/mL e o limite de quantificagéo
(LQ) foi de 200 ng/mL, como apresentado na Figura 20. Os valores encontrados também se
aplicam as matrizes plasma e papa de hemécias, haja vista que nao foi encontrado efeito de

matriz significativo ao comparar essas matrizes com a matriz branco (metanol).
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Figura 20 — Cromatogramas referentes ao limite de deteccéo e quantificacdo da 6-MMP
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Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento ’SIM”’. Tempo de reten¢do da 6-MMP =49 +0,2. O
cromatograma superior (em preto) é referente a amostra padrdo de 6-MMP em metanol na concentracdo 100
ng/mL = LOD, enquanto o cromatograma inferior (em vermelho) é referente a amostra padrdo de 6-MMP em
metanol na concentracdo 200 ng/mL = LOQ. Fonte: Proprio autor, 2023.
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5.4 ESTABILIDADE DOS PADROES 6-MMP E 6-MMPR

Ao comparar o0s resultados das analises dos padrdes em solucéo estoque (metanol) re-
cem preparada com os resultados das mesmas solugdes reanalisadas apés 60 dias, foi possivel
perceber alteracdo nos cromatogramas e &reas, como apresentado nas Figuras 21, 22 e 23.
Enquanto os cromatogramas apos 60 dias apresentaram possiveis sinais de degradacdo do
padrdo, as areas demostraram queda, representando alteracdo na concentracdo do padréo.

Através do resultado do teste de estabilidade, que mostrou perda aproximada de 10%
na concentracdo dos padrfes apds 60 dias, foi determinado que as solugdes estoque dos pa-
drdes fossem armazenadas a -20°C e utilizadas por no maximo 30 dias, bem como as amos-
tras dos animais tratados também fossem armazenadas nessas condi¢des e analisadas dentro

do periodo de 30 dias apds a coleta.

Figura 21 — Estabilidade dos padrdes 6-MMP e 6-MMPr em solucéo (metanol)

Estabilidade dos padroes
2000000
1800000
1600000
L
1400000 = 5-M M Pr
1200000
1000000
recém preparada apos 60 dias

Fonte: Prdprio autor, 2023.



60

Figura 22 — Cromatogramas referentes aos resultados de estabilidade do padrdo 6-MMPr em

solugéo (metanol)
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Nota: Andlises realizadas em modo de monitoramento <’SIM”. Tempo de retengdo da 6-MMPr =79 + 0,2. O
cromatograma superior (em preto) é referente a amostra recém preparada, enquanto o cromatograma inferior (em
vermelho) é referente a amostra analisada apds 60 dias. Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 23 — Cromatogramas referentes aos resultados de estabilidade do padrdo 6-MMP em

solugéo (metanol)
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Nota: Anélises realizadas em modo de monitoramento ’SIM”’. Tempo de retengdo da 6-MMP = 4,9 £ 0,2. O
cromatograma superior (em preto) é referente a amostra recém preparada, enquanto o cromatograma inferior (em
vermelho) é referente a amostra analisada apds 60 dias. Fonte: Proprio autor, 2023.
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5.5 CINETICA DA 6-MMPR: CURVA DAS ALTERACOES DOS NIVEIS SANGUINEOS
(PLASMATICOS E ERITROCITARIOS) AO LONGO DO TEMPO EM RATAS
GRAVIDAS E NAO GRAVIDAS

Para garantir a veracidade dos resultados, uma aliquota de 50 uL da mesma solucéo de
salina contendo 3 mg/mL de 6-MMPr que foi utilizada nos tratamentos foi adicionada no san-
gue total branco (sangue de animal ndo tratado), como demonstrado na Figura 24. A amostra
dopada foi, entdo, incubada por um periodo de duas horas (120 minutos) em uma temperatura
de 37°C (média de temperatura corporal do rato), no intuito de simular in vitro as condi¢Ges
em que o nucleosideo € submetido no compartimento sanguineo in vivo e, assim, avaliar se o
analito permanece integro. Findo a incubacao do sangue total dopado com 6-MMPr, foi feita a
separacao das matrizes que, em seguida, passaram pelo processo de extracao e, por fim, foram
analisadas.

Os resultados mostraram que a 6-MMPr se manteve integra durante o periodo de in-
cubacdo, por meio da observacéo do sinal cromatogréfico intenso do nucleosideo, bem como
da auséncia de sinais de possiveis produtos de degradagdo. Os cromatogramas das amostras
incubadas foram comparados com 0s cromatogramas das amostras controle (salina + 6-MMPr
e metanol + 6-MMPr), como mostra a Figura 25. Para controle, também foram analisadas
amostras branco (auséncia de padrao) das matrizes, metanol, plasma e papa de hemacias, co-

mo mostra a Figura 26.

Figura 24 — Processo incubacdo da 6-MMPr in vitro
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Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 25 — Cromatogramas referentes aos resultados da incubagdo da 6-MMPr in vitro

RT: 0.00 - 12.17
100 7.77 NL: 5.71E3

E Base Peak F: ITMS + c ESI
] SIM ms [152.50-153.50;

80— 164.50-169.50; 296.50-301.50;
] 302.50-303.50] MS
] PL_6MMPR_INCUBACAO_2H

Got

40

20—
] 0.26 1.33 . 4.11 4.90 6.42 7.33 8.32 9.35 10.19 11.56

o0 7.75 NL: 1.76E3

4 Base Peak F: ITMS + c ESI
] SIM ms [152.50-153.50;

80— 164.50-169.50; 296.50-301.50;
7 302.50-303.50] MS
i pp_6mmpr_incubacao_2h

GOi

40

20

4 1.93
B . . 3.79 458 529 6.23 7.15

911 11.09 11.30

7.80 NL: 6.97E4

Base Peak F: ITMS + ¢ ESI
SIM ms [152.50-153.50;

80— [ 164.50-169.50; 296.50-301.50;
7 [ 302.50-303.50] MS

, [ salina_6mmpr_1_5mg

60 ||
| |
| ‘ |
40~ “ \
— |
] |
20— ‘\ \
7 |\
— |
01013 159 260 3.43 4.96 552 7.36 | \_ 878 996  11.94
100- NL: 5.07E4
i Base Peak F: ITMS + c ESI
] SIM ms [152.50-153.50;
80 164.50-169.50; 296.50-301.50;
1 302.50-303.50] MS
B pd_6mmpr_1mg_recente
60|
40
20
o: 0.25 1.12 2.66 3.52 494 536 653 8.57 9.43 10.18 11.11
L R R R R N L L R R R R R R R R R R RN RN R
0 2 4 6 8 10 12

Time (min)

Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento ‘’SIM”. Tempo de retengdo da 6-MMPr = 7,9 + 0,2.
Na sequéncia, de cima para baixo, o cromatograma em preto € referente a amostra da matriz plasma de sangue
total dopado com 6-MMPr e incubado por 120 minutos, o cromatograma em vermelho é referente a amostra da
matriz papa de hemacias de sangue total dopado com 6-MMPr incubado por 2 horas, o cromatograma em verde é
referente a amostra de salina dopada com 6-MMPr utilizada nos tratamentos e o cromatograma em azul é
referente a amostra controle de metanol dopado com 6-MMPr. Nota: O sinal cromatografico em 1,9 + 0,2 é
referente ao padrdo interno (DTT). Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 26 — Cromatogramas referentes as amostras branco plasma, branco papa de hemacias e

branco metanol, respectivamente
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Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento ‘’SIM”. Tempo de reten¢do da 6-MMPr =7,9 + 0,2.
Na sequéncia, de cima para baixo, o cromatograma em preto é referente a amostra da matriz plasma branco, o
cromatograma em vermelho é referente a amostra da matriz papa de hemécias branco, o cromatograma em verde
é referente a amostra do metanol branco. Nota: O sinal cromatografico em 1,9 + 0,2 é referente ao padrao
interno (DTT). Fonte: Proprio autor, 2023.
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As analises dos sangues dos animais tratados para construcdo da curva das alteracoes
dos niveis sanguineos de 6-MMPr ao longo do tempo mostrou diferenca no perfil da curva
cinética de ratas gravidas e nao gravidas.

Totalizando um periodo de 24 horas de monitoramento, em intervalos de 30 minutos
até 4 horas pos-tratamento, seguido de um intervalo de 20 horas até a coleta do ultimo ponto
(24 horas), formando uma curva cinética de dez pontos, nas ratas gravidas (G2), foi possivel
observar sinal cromatografico da 6-MMPr somente na matriz papa de hemaécias, a partir de 90
minutos pos-tratamento, apresentando pico de concentragdo em 180 minutos seguido de uma
queda na concentragdo até 240 minutos e, apds 24 horas, ndo foi observado sinal cromatogra-

fico da 6-MMPr, como apresentados nas Figuras 27 e 28.

Figura 27 — Cromatograma referente ao ponto 180 minutos pds-tratamento com 6-MMPr de

rata gravida (G2)
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Legenda: Andlise realizada em modo de monitoramento ‘’SIM”. Tempo de retencdo da 6-MMPr = 7,9 + 0,2.
Amostra da matriz papa de hemécias de fémea do grupo G2 (gravida tratada) referente a 180 minutos pos-
tratamento do animal com 15 mg/kg de 6-MMPr. Nota: O sinal cromatografico em 1,9 + 0,2 é referente ao pa-
drdo interno (DTT). Fonte: Proprio autor, 2023.
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Figura 28 — Curva das alteracGes dos niveis sanguineos de 6-MMPr ao longo do tempo em
ratas gravidas (G2)
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Totalizando um periodo de 24 horas de monitoramento, em intervalos de 30 minutos
até 5 horas pds-tratamento, seguido de um intervalo de 1 hora até 6 horas pos-tratamento e um
intervalo de 18 horas até a coleta do Gltimo ponto (24 horas), formando uma curva cinética de
treze pontos, nas ratas ndo gravidas (G1), foi possivel observar sinal cromatografico da 6-
MMPr somente na matriz papa de hemacias, a partir de 210 minutos pos-tratamento, apresen-
tando pico de concentracdo em 240 minutos seguido de uma queda na concentracdo até 360
minutos e, apds 24 horas, ndo foi observado sinal cromatografico da 6-MMPr, como apresen-
tados nas Figuras 29 e 30.
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Figura 29 — Cromatograma referente ao ponto 240 minutos pos-tratamento com 6-MMPr de

rata ndo gravida (G1)
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Legenda: Analise realizada em modo de monitoramento <’SIM”. Tempo de retencdo da 6-MMPr = 7,9 + 0,2.
Amostra da matriz papa de hemacias de fémea do grupo G1 (ndo gravida tratada) referente a 240 minutos pos-
tratamento do animal com 15 mg/kg de 6-MMPr. Nota: O sinal cromatografico em 1,9 + 0,2 é referente ao pa-
drdo interno (DTT). Fonte: Préprio autor, 2023.

Figura 30 — Curva das alteracGes dos niveis sanguineos de 6-MMPr ao longo do tempo em

ratas ndo gravidas (G1)
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Fonte: Proprio autor, 2023.
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5.6 PASSAGEM TRANSPLACENTARIA DA 6-MMPR

As analises das amostras de sangue (plasma e eritrdcitos) dos fetos de maes tratadas
com 6-MMPr, coletadas apos 120 e 1440 minutos do tratamento, ndo demostraram a passa-
gem transplacentéria do nucleosideo. Para complementar o achado, também foram coletadas
amostras de liquido amnidtico, as quais passaram pelo mesmo processo de extragdo das ma-
trizes plasma e papa de hemacias. Como apresentado nas figuras 31 e 32, as amostras de li-
quido amniotico, bem como, as amostras de plasma e papa de hemacias dos fetos ndo apresen-

taram sinal cromatografico da 6-MMPr.

Figura 31 — Cromatogramas referentes as matrizes plasma, papa de hemaécias e liquido amnio-

tico de fetos coletados apds 120 minutos do tratamento da mae com 6-MMPr
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Legenda: Analises realizadas em modo de monitoramento <’SIM”. Tempo de retencdo da 6-MMPr =7,9 £ 0,2.
Na sequéncia, de cima para baixo, 0 cromatograma em preto é referente a amostra 120 minutos da matriz plasma
de fetos de fémea do grupo G2 (gréavida tratada), o cromatograma em vermelho é referente a amostra 120
minutos da matriz papa de hemécias de fetos de fémea do grupo G2 (gravida tratada) e o cromatograma em
verde é referente a amostra 120 minutos da matriz liquido amni6tico de fetos de fémea do grupo G2 (gravida
tratada). Nota: O sinal cromatografico em 1,9 £ 0,2 é referente ao padrao interno (DTT). Fonte: Préprio autor,
2023.
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Figura 32 — Cromatogramas referentes as matrizes plasma, papa de hemécias e liquido amnié-

tico de fetos coletados apds 1440 minutos do tratamento da mde com 6-MMPr
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Legenda: Anélises realizadas em modo de monitoramento ’SIM”. Tempo de retengdo da 6-MMPr =7,9 + 0,2.
Na sequéncia, de cima para baixo, o cromatograma em preto é referente a amostra 1440 minutos da matriz
plasma de fetos de fémea do grupo G2 (gravida tratada), o cromatograma em vermelho é referente a amostra
1440 minutos da matriz papa de hemacias de fetos de fémea do grupo G2 (gravida tratada) e o cromatograma em
verde é referente a amostra 1440 minutos da matriz liquido amniético de fetos de fémea do grupo G2 (gravida
tratada). Nota: O sinal cromatografico em 1,9 + 0,2 é referente ao padrdo interno (DTT). Fonte: Proprio autor,
2023.
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6 DISCUSSAO

A parte inicial desse estudo constituiu no desenvolvimento de um método de extracao
por precipitacdo de proteinas, ao que sabemos, inédito. O objetivo do método foi precipitar
satisfatoriamente as proteinas do plasma e do concentrado (papa) de hemacias sem a
utilizacdo de substancias que possam favorecer a degradacdo do analito de interesse,
assegurando ser possivel trabalhar com o analito integro. A recuperacdo dos analitos com o
método estabelecido foi superior a 95% e inferior a 110%, atendendo ao preconizado pelo
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, revisdo n° 8, que estabelece critérios de aceitacdo
para o percentual de recuperacao.

Foi necessario desenvolver esse método por serem escassos 0s estudos que descrevem
métodos de quantificacdo da 6-MMPr. Além disso, 0s estudos encontrados que mencionam
esse tipo de analise descrevem metodologias de extracdo complexas e que, na sua grande
maioria, envolvem a hidrolise de nucleosideos e nucleotideos em suas bases correspondentes
para serem, entdo, separadas e identificadas. Enquanto De Nicold e colaboradores (2014),
utilizam digestdo enzimatica com fosfatase acida para converter os metabdlitos fosforilados
para a forma ndo fosforilada, Miao e colaboradores (2020) hidrolisam por aquecimento em
condicdes acidas a 6-MMPr para formar 6-MMP, semelhante a Derijks e colaboradores (2004)
que reportam a medicdo de tionucleosideos intracelulares através da obtencao da base livre (6-
MMP) por hidrolise acida do nucleosideo. Contudo, os autores ndo mencionam o motivo pelo
qual optam por realizar essa conversdo. Vale ressaltar que todos os estudos encontrados na
literatura coletaram amostras de sangue de pacientes tratados com AZA e desenvolveram
metodologias analiticas, no intuito do monitoramento de AZA e seus metab6litos. Nenhum
estudo, ao que sabemos, tratou seres vivos diretamente com a 6-MMPr para avaliar o
comportamento do nucleosideo no organismo.

Dervieux e colaboradores (2005), revelam que a falta de padrdes de nucleosideos de
tiopurinas € a principal desvantagem para a quantificacdo precisa desses nucleosideos,
optando por realizar a conversdo dos nucleosideos de tiopurina em seus respectivos produtos
através de hidrélise &cida, esclarecendo que o extrato acido fornece prétons necessarios para
hidrolisar termicamente a ligacdo covalente base-ribose do nucleotideo de tiopurina. Todavia,
seja qual for o motivo, o fato desses estudos de ndo medirem diretamente a 6-MMPr, mas a
hidrolisarem em 6-MMP para quantifica-la resulta em uma analise imprecisa, ndo condizente
com a realidade in vivo e com o0s propoésitos deste estudo. Uma vez que a hidrolise da 6-

MMPr gera a 6-MMP, outro metabdlito de AZA, pode-se dizer que embora esses estudos
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afirmem dosar a 6-MMPr, na verdade podem estar superestimando a quantidade de 6-MMP,
somando os niveis reais de 6-MMP no sangue com os niveis de 6-MMPr hidrolisada.

Como a cinética (curso temporal de eliminacdo) e a biotransformacdo da 6-MMPr
quando administrada in vivo sdo desconhecidas, e 0 presente estudo pretende contribuir para
esclarecé-los, foi necessario desenvolver um método de extragdo que nao degradasse a
molécula de 6-MMPr. Para desenvolver o método de extracdo, foi realizado um teste
preliminar com base na metodologia de extracdo de farmacos do plasma descrito por Carmo e
colaboradores (2017), utilizando meio &cido para a precipitagdo de proteinas. O resultado
demonstrou que esse método ndo precipitou satisfatoriamente as proteinas da matriz papa de
hemacias. Embora a acidificacdo tenha sido adequada para precipitar satisfatoriamente as
proteinas do plasma, foi observado que o meio acido provocou a hidrolise parcial da 6-MMPr.
Outros testes demostraram que quanto mais aumentava-se a acidez do meio, melhor era a
precipitacdo das proteinas em ambas as matrizes; porém, essa precipitacdo era acompanhada
de um aumento proporcional da hidrélise da 6-MMPr, ou seja, para quantificar a molécula de
6-MMPr era preciso empregar um meio ndo acidificado. O método adaptado (ndo acidificado)
de Carmo e colaboradores (2017) ndo foi eficaz; sendo assim, o presente estudo desenvolveu
uma metodologia para extracdo por precipitacdo de proteinas inteiramente nova que se
mostrou satisfatoria, capaz de preservar a 6-MMPr integra até ser analisada.

O método analitico estabelecido nesse estudo permitiu analisar e quantificar
independentemente a 6-MMP e a 6-MMPr no plasma e no concentrado (papa) de hemaécias.
Como apresentado nos resultados de validacdo, 0 método apresentou 6tima especificidade /
seletividade, linearidade / sensibilidade, precisdo e exatiddo. Embora a valida¢do da 6-MMP
tenha sido realizada de forma parcial, em relacdo a totalidade dos parametros elencados pela
ANVISA e INMETRO, os resultados demonstram que para 0s propositos desta pesquisa o
método foi sensivel, preciso, reproduzivel e confidvel. Os itens faltantes para a validacdo
completa sdo relevantes para estudos de rotina e ndo para 0s propositos desta investigacdo
experimental controlada. Devido as limitagdes no tempo disponivel para utilizar o
equipamento na plataforma analitica, tivemos que abrir mdo de alguns parametros néo
fundamentais que pretendemos completar a posteriori. Por esse mesmo motivo, 0 parametro
robustez, apresentado no documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, revisdo n° 8
como sendo opcional, ndo foi avaliado nas validacdes.

Apesar do método analitico ter apresentado um bom sinal cromatografico para a 6-
MP, ndo podemos afirmar que o método é satisfatério para analisar esse analito. Foi
observado que o tempo de retencdo da 6-MP € muito curto, eluindo aproximadamente apés 1



72

minuto de analise, onde também eluem interferentes de matriz, podendo a 6-MP coeluir com
esses interferentes, 0 que inviabilizaria a quantificacdo desse sinal cromatografico. Além
disso, durante os testes de extracdo, foi verificado que a 6-MP ndo possui boa solubilidade,
sendo sollvel apenas em meio alcalino, o que interferiu nos resultados de precipitacdo de
proteinas e tornou o método de extracdo desenvolvido ineficaz para a 6-MP. Contudo,
podemos afirmar que tanto o método de extracdo quanto o método analitico, com alguns
ajustes, podem ser eficazes para analisar essa tiopurina futuramente.

O presente estudo, optou por utilizar a técnica de cromatografia em fase liquida de
ultra eficiéncia (CLUE) acoplado a técnica de espectrometria de massas (EM), pelo fato dessa
combinacdo oferecer um oOtimo desempenho, excelente resolucdo cromatografica e uma
sensibilidade muito superior a outros métodos confirmatérios, proporcionando resultados de
alta qualidade. Uma vez que se pretende investigar e quantificar fragdes biodisponiveis no
compartimento sanguineo ao longo do tempo e nos compartimentos embrionério e fetal de
uma substancia, é necessario que o método analitico possua uma 6tima sensibilidade e seja
capaz de identificar e quantificar niveis minimos do analito, garantindo um resultado fiel ao
verdadeiro.

Os valores encontrados neste estudo para limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) da 6-MMP e 6-MMPr poderiam ser inferiores, aumentando a sensibilidade
do método, ndo fosse o fato da central analitica DPNA proibir o uso de insert para vial, um
pequeno frasco utilizado dentro de um vial quando ha quantidade limitada de amostra,
permitindo 0 méximo de aproveitamento do volume no momento da injecdo cromatogréafica.
Dessa forma, ao desenvolver o método de extracdo, foi pensado propositalmente em manter
um volume final de sobrenadante que quando diluido com metanol na propor¢do 1:1,
formasse um volume final no vial acima de 350 pL, permitindo a injecdo da amostra pelo
equipamento. E certo que quanto mais diluicBes, menor sera a concentracio do analito e,
portanto, menor sera o sinal cromatografico e a area correspondente. Todavia, tal limitacdo
ndo impossibilitou analisar a 6-MMPr e garantir resultados satisfatorios.

Esse estudo experimental tratou, ao que sabemos, pela primeira vez, animais com a 6-
MMPr no intuito de investigar a cinética do nucleosideo in vivo e obter dados sobre 0s niveis
sanguineos (plasmaticos e eritrocitarios) da 6-MMPr ao longo do tempo, e determinar a fragdo
biodisponivel no compartimento fetal. Os resultados preliminares obtidos sdo consistentes
com a hipotese de que o nucleosideo, uma vez na corrente sanguinea, tende a se concentrar no
interior do eritrocito. A anélise simultanea das matrizes plasma e papa de hemacias de animais

tratados com a 6-MMPr mostrou a presenca do nucleosideo apenas na matriz papa de
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hemaécias. A administracdo de dose equivalente a 15 mg/kg de 6-MMPr por via subcutanea
nas ratas gravidas resultou em sinais do nucleosideo no compartimento sanguineo —
especificamente ligado ao eritrocito — comecando a aparecer 90 minutos apos o tratamento,
enquanto nas ratas ndo gravidas resultou em sinais do nucleosideo no compartimento
sanguineo — especificamente ligado ao eritrocito — comegando a aparecer 210 minutos apos 0
tratamento. Varias hipoteses podem explicar essa diferenca no perfil e no tempo inicial da
curva cinética de ratas gravidas e ndo gravidas. Embora seja conhecido que a gravidez
provoca mudangas no organismo materno capazes de alterar a cinética de substancias, é
possivel que, neste estudo, as ratas gravidas tenham recebido uma dose maior em relacdo as
ratas ndo gravidas, sendo este um forte fator para a diferenca entre as curvas cineticas. A partir
dos resultados obtidos sobre a passagem transplacentaria e partindo do principio de que néo
ha passagem transplacentaria da 6-MMPr, podemos inferir que o nucleosideo ndo estd sendo
distribuido para o compartimento fetal que, por sua vez, contribui de forma significativa para
0 ganho de peso da mae. Peso este que foi utilizado para calcular a dose administrada.

Os resultados também evidenciaram que ndo houve passagem transplacentaria
detectavel do nucleosideo até 120 e 1440 minutos apos a mée receber uma dose equivalente a
15 mg/kg por via subcutanea. O sangue dos fetos (plasma e eritrdcito) e o liquido amniotico
ndo apresentaram sinal cromatografico do nucleosideo. Embora a matriz liquido amniotico
ndo tenha sido validada na metodologia, essa matriz € considerada ndo complexa e,
aparentemente, foi bem extraida através da metodologia de extracdo desenvolvida no presente
estudo.

A evidéncia preliminar de que a 6-MMPr nédo alcanca o compartimento sanguineo é
consistente com os resultados de estudos anteriores de toxicidade pré-natal. O nucleosideo €
uma molécula polar hidrofilica que requer um sistema de transporte especializado para
facilitar a sua passagem para dentro ou fora das células, mas parece ndo ser um substrato para
transportadores de nucleosideos placentarios, como demostrado nos achados de Neubert et al.
(1977) e Gomes-Carneiro et al. (2022), os quais descrevem que a 6-MMPr administrada in
vivo ndo resultou em toxicidade para a prole mas, do contrario, foi altamente toxica para a
mde. A mesma molécula, entretanto, foi teratogénica em ensaios ex vivo (cultura de brotos de
embrido, ou lim buds).

Gomes-Carneiro et al. (2022), relataram que a administracdo da 6-MMPr provocou
toxicidade materna dose-dependente dentro de 24 horas de tratamento e que doses maltiplas
do nucleosideo produziram toxicidade cumulativa grave, a partir de 7,5 mg/kg/dia, em ratas
ndo gréavidas. Sendo assim, os resultados do presente estudo mostraram a necessidade de
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serem feitos novos tratamentos com doses superiores a 15 mg/kg, bem como com doses
maltiplas de 7,5 mg/kg.

Os resultados do presente estudo corroboram com a afirmacédo de Gomes-Carneiro et
al. (2022) de que o desenvolvimento da 6-MMPr como potencial medicamento antiviral para
uso em mulheres gravidas infectadas com o virus Zika parece altamente improvavel, apesar
de De Carvalho et al. (2017) terem especulado que o nucleosideo seria um forte candidato a
medicamento antiviral para tratar essa infeccdo. Sabemos que um medicamento antiviral
eficaz para combater infeccbes por ZIK-V deve ser capaz de atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE) e inibir o virus, assim como, em gestantes, também deve ser capaz
de atravessar a barreira placentaria e impedir a replicacdo do virus no tecido nervoso do
concepto sem apresentar toxicidade para o organismo materno e fetal. Somente se a atividade
antiviral e a embriotoxicidade ndo compartilharem um mecanismo comum seria viavel
desenvolver agentes antivirais derivados de 6-MMPr eficazes e seguros. Até o momento, as
evidéncias sugerem que a 6-MMPr além de provocar elevada toxicidade para 0 organismo
materno, nao é biodisponivel no compartimento fetal, inviabilizando o seu uso como antiviral

no tratamento de infecgdes por virus Zika.
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7 CONCLUSAO

v" O método de extracdo por precipitacdo de proteinas estabelecido neste estudo para a 6-
metil-mercaptopurina ribosideo (6-MMPr) e para a 6-metil-mercaptopurina (6-MMP)
foi satisfatorio com recuperacdo dos analitos superior a 95% e inferior a 110%
(valores entre 80% e 115% — preconizado pelo INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
04/2020, revisao n° 8).

v' O método analitico estabelecido neste estudo para a 6-metil-mercaptopurina ribosideo
(6-MMPr) e para a 6-metil-mercaptopurina (6-MMP) apresentou seletividade
adequada, boa linearidade (R2>0,99 — preconizado pela RDC n° 166, de 24/07/2017
da ANVISA), boa preciséo (coeficiente de variagéo inferior a 15% — preconizado pela
resolucdo n°® 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA) e boa exatidao (valores entre
80% e 115% — preconizado pelo INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, reviséo
n® 8). Os limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos demonstraram boa

sensibilidade.

v Os padrdes de 6-metil-mercaptopurina ribosideo (6-MMPr) e 6-metil-mercaptopurina
(6-MMP) quando em solucdo diluidos em metanol e armazenados a -20°C, nédo
apresentaram boa estabilidade, sendo recomendado o uso dessas solucBes por no

méaximo 30 dias.

v Os resultados desse estudo sdo consistentes com a hipétese de que o nucleosideo, uma

vez na corrente sanguinea, tende a se concentrar no interior do eritrocito.

v" A administracdo da 6-MMPr (15 mg/kg) por via subcutanea nas ratas gravidas resultou
em sinais do nucleosideo no concentrado (papa) de hemacias a partir de 90 minutos
apos o tratamento, apresentando pico de concentracdo em 180 minutos, enquanto no

plasma néo foi observado sinal do nucleosideo em todos os tempos monitorados.

v" A administracdo da 6-MMPr (15 mg/kg) por via subcutanea nas ratas nao gravidas
resultou em sinais do nucleosideo no concentrado (papa) de hemécias a partir de 210
minutos ap6s o tratamento, apresentando pico de concentragdo em 240 minutos,

enguanto no plasma ndo foi observado sinal do nucleosideo em todos 0s tempos
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monitorados.

v Os resultados evidenciaram que ndo houve passagem transplacentaria detectavel do
nucleosideo em 120 e 1440 minutos apds a mée receber uma dose equivalente a 15

mg/kg por via subcutanea.

v' Até 0 momento, as evidéncias sugerem que a 6-MMPr além de provocar elevada
toxicidade para o organismo materno, ndo é biodisponivel no compartimento fetal,

inviabilizando o seu uso como antiviral no tratamento de infec¢des por virus Zika.
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APENDICE A - FIGURA DA 6-MMPR DETALHADA QUIMICAMENTE
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Fonte: Prdprio autor, 2023.
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APENDICE B - CROMATOGRAMA AMPLIADO DA 6-MMPR EM METANOL NA
CONCENTRACAO 0,5 MG/ML
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Fonte: Prdprio autor, 2023.
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APENDICE C - CROMATOGRAMA AMPLIADO DA 6-MMP EM METANOL NA
CONCENTRACAO 0,5 MG/ML
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APENDICE D - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO DO METODO DE
EXTRACAO DESENVOLVIDO NESSE ESTUDO

Ministério da Saude

Laboratorio de Toxicologia Ambiental - DCB / ENSP /
FIOCRUZ FIOCRUZ

Fundacédo Oswaldo Cruz

DOCUMENTO: Instrucéo de Trabalho

TITULO: Método de extracio da 6-MMP e 6-MMPr por precipitacio de proteinas

Criacdo do Documento: 26/08/2023

Elaborado por: Manoella Santos de Borborema Fernandes

1. OBJETIVO

Este procedimento tem por objetivo descrever detalhadamente os processos do método de
extracdo da 6-metil-mercaptopurina (6-MMP) e da 6-metil-mercaptopurina ribosideo (6-
MMP) por precipitacdo de proteinas nas matrizes plasma e concentrado (papa) de hemaécias
desenvolvido por Fernandes, M. S. B. (2023).

2. SOBRE O METODO

O objetivo do método € precipitar satisfatoriamente as proteinas do plasma e do concentrado
(papa) de hemacias sem a utilizacdo de substancias que possam favorecer a degradacdo do
analito de interesse, assegurando ser possivel trabalhar com o analito integro. Neste método, a
recuperacdo dos analitos foi superior a 95% e inferior a 110%, atendendo ao preconizado pelo
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 04/2020, revisao n° 8, que estabelece critérios de aceitacdo
para o percentual de recuperacao.

O método compreende trés etapas. A primeira utiliza solucdo de DTT na concentragdo 0,1M,
0 qual confere protecdo aos grupos tiol (SH) e reduz pontes dissulfeto em peptideos e
proteinas. A segunda utiliza metanol como agente precipitante de proteinas. A terceira utiliza
cloroférmio que desnatura as proteinas e as torna insollveis na fase aquosa, onde encontra-se
o0 analito. Ao final do processo, formam-se trés fases, onde o precipitado encontra-se no meio,

fase aquosa na superficie e a fase organica no fundo.
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MATERIAIS

Ditiotreitol, peso molecular 154,25 g/mol,
Metanol, peso molecular 32,04 g/mol;
Cloroférmio, peso molecular 32,04 g/mol;

Agua ultrapura;

Centrifuga;

\ortex;

Pipeta automatica 20uL - 200uL;

Tubo do tipo eppendorf com capacidade de 1,5mL;

Vial de vidro.

AR N N N N IR

SOLUCAQO DE DTT 0,1M

&

Pesar X g de DTT (peso molecular 154,25 g/mol) e diluir em Y mL de agua ultrapura. Devido
a instabilidade do DTT em solucéo, foi estabelecido que essa solugéo seja armazenada entre 2

- 8 °C por no méaximo 7 dias.

X Y
0,01542g de DTT 1mL de H20
0,046269 de DTT 3mL de H20

0,0771g de DTT 5mL de H20

5. SEPARACAO DAS MATRIZES

Para separar as matrizes, no mesmo dia, ap0s as coletas de sangue em tubo tipo eppendorf
com capacidade de 1,5 mL contendo 20 pL de anticoagulante heparina, o sangue total é
centrifugado na condicdo 12.000 x g (RCF) por 15 minutos em temperatura ambiente. Apés a
centrifugacdo, ha a formacdo de duas fases, onde o sobrenadante liquido é o plasma e o

precipitado denso € o concentrado de hemaécias.

Centrifugacao

Sangue total
com heparina Concentrado de hemécias
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Todo plasma é retirado cuidadosamente e transferido para outro tubo eppendorf que sera
imediatamente armazenado e congelado a -20°C para ser extraido posteriormente. Apds a
retirada do plasma, com auxilio de uma pipeta automatica, 100 pL do concentrado de
hemécias € retirado do fundo do tubo (por ser uma matriz altamente densa, o volume é
retirado lentamente) e transferido para outro tubo eppendorf que receberd em seguida 300 pL
de agua ultrapura para realizar uma diluicdo 1:4 e sera agitado no vortex, em velocidade forte,
por no minimo 30 segundos, para lisar (romper) as hemacias. Apos diluicdo e lise das

hemacias, a amostra € armazenada e congelada a -20°C para ser extraida posteriormente.

6. PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

a. Transferir 50 pL da matriz (plasma / papa de hemécias) para um tubo do tipo eppen-
dorf com capacidade de 1,5mL;

b. Adicionar ao eppendorf 50 pL da solucdo de DTT 0,1M;

c. Agitar a amostra (matriz + DTT) no vortex, em velocidade média, por 30 segundos;

d. Adicionar ao eppendorf 150 pL da solu¢éo de metanol;

e. Agitar a amostra (matriz + DTT + metanol) no vortex, em velocidade média, por 30
segundos;

f. Adicionar ao eppendorf 50 pL da solucéo de Cloroférmio;

g. Agitar a amostra (matriz + DTT + metanol + cloroférmio) no vortex, em velocidade
forte, por 30 segundos;

h. Centrifugar a amostra na condi¢do 12.000 x g por 15 minutos em temperatura ambien-
te;

i. ApOs a separagdo das fases por centrifugacdo, transferir 200 pL do sobrenadante para
um vial;

j. Adiocinar 200 pL de metanol no vial contendo o sobrenadante da amostra para realizar

uma diluicdo 1:1 e conseguir um volume final de 400 pL.

7. ARMAZENAGEM DA AMOSTRA EXTRAIDA

Vedar o vial contendo a amostra com pelicula flexivel Parafilm. Apos a vedacdo, armazenar a

amostra a -20°C por no maximo 7 dias.



