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RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi descrever a relagdo entre as
concentragdes plasmaticas totais e livres tumorais do etoposideo (ETO) e a inibi¢ao
do crescimento do tumor observada em ratos Wistar portadores de tumor Walker-
256 (W256) utilizando a modelagem farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD).
Métodos: Os procedimentos com animais foram aprovados no CEUA/UFRGS sob o
numero 22302. Os experimentos de farmacocinética foram realizados para
determinar concentragbes plasmaticas e livres em duas regides do tumor sodlido
W256 através de microdialise. Apds a administracdo do ETO nas doses de 10 ou 20
mg/kg i.v. bolus em ratos Wistar portadores de tumor W256, amostras de sangue e
microdialisado de tecido do centro e periferia do tumor foram coletadas
simultaneamente, até 7 h pds-dose, para determinar o fator de penetracdo no tumor.
Um método analitico por CLAE-UV foi desenvolvido e validado para quantificacdo do
etoposideo nas amostras de plasma e dialisado. Os experimentos de
farmacodindmica foram conduzidos em ratos portadores de tumor W256 que
receberam ETO 5 e 10 mg/kg i.v. bolus uma vez ao dia por 8 e 4 dias,
respectivamente. O volume dos tumores foram monitorados diariamente durante 30
dias. Analise ndo-compartimental dos dados de PK foi realizada no WinNonlin®. A
modelagem dos dados PK e PK/PD foi realizada no Monolix®, utilizando abordagem
populacional. Os dados PK/PD foram analisados usando o modelo Simeoni TGI
modificado através da introducdo de uma funcao E.x para descrever a relacdo nao-
linear entre a concentragdo plasmatica e tumoral e o efeito. Resultados e
Discussao: O método por CLAE-UV foi desenvolvido e validado para quantificar as
amostras de ETO em plasma e tecido. A penetracdo do ETO no tumor foi maior na
periferia (61 = 15 % e 61 £ 29 %) do que no centro do tumor (34 £ 6 % e 28 £ 11 %)
apos administragdo das doses 10 e 20 mg/kg, respectivamente (ANOVA, a = 0.05).
Um modelo de 4 compartimentos compreendendo uma distribuicdo saturavel
(cinética de Michaelis-Menten) nos compartimentos tumorais a partir do
compartimento central modelou simultaneamente os perfis de concentragao-tempo
do ETO em plasma e em ambas regides do tumor. O modelo populacional PK/PD
Simeoni TGI-Enax foi capaz de descrever o efeito antitumoral dependente do regime
de administracdo do ETO utilizando concentragdes totais plasmaticas ou livres no

tumor, resultando em um maior komax (poténcia maxima) para as concentragdes



livies (25,8 mL.ug’.dia’ - intratumoral vs. 12,6 mL.ug".dia’ - plasma total).
Conclusoées: Os resultados mostram que a utilizagao das concentracdes livres do
farmaco no tumor para a modelagem PK/PD pode fornecer um melhor entendimento
da relacdo farmacocinética e farmacodindmica e melhoram a capacidade de
previsdo do modelo, considerando que a eficacia dos farmacos antineoplasicos no
tratamento de tumores sélidos é dependente da capacidade do farmaco em se

distribuir no tecido tumoral.

Palavras-chave: Farmacos anticancer, etoposideo, penetracdo tumoral,
microdialise, farmacocinética, modelo de inibicdo do crescimento tumoral,

modelagem farmacocinética/farmacodinamica.



ABSTRACT

Pharmacokinetic/Pharmacodynamic modeling of etoposide anticancer effect in
Walker-256 tumor-bearing rats using free intratumoral concentrations

determined by microdialysis

Objective: The aim of this study was to describe the relationship between total
plasma and free interstitial tumor etoposide (ETO) concentrations and the drug tumor
growth inhibition observed in a Walker-256 (W256) tumor-bearing Wistar rat model
using the pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) modeling.

Methods: The experiments with animals were approved by CEUA/UFRGS (protocol
number 22302). Pharmacokinetic experiments were conducted to determine total
plasma and free intratumoral concentrations in two regions of W256 solid tumor by
microdialysis. After administration of ETO 10 or 20 mg/kg i.v. bolus to W256 tumor-
bearing Wistar rats, blood and tissue microdialysate samples from tumor center and
periphery were simultaneously collected up to 7h to determine the tumor penetration
factor. An analytical HPLC-UV method was developed and validated for
quantification of ETO in plasma and microdialysate samples. The pharmacodynamic
experiments were conducted in W256 tumor-bearing rats that received ETO 5 or 10
mg/kg i.v. bolus every day for 8 and 4 days, respectively. Tumor volumes were
monitored daily for 30 days. Non-compartmental analysis of PK data was performed
in WinNonlin®. The PK and PK/PD modeling by population approach were performed
using Monolix®. PK/PD data were analyzed using a modification of Simeoni TGl
model by introducing an Emaxfunction to describe the nonlinear relationship between
tumor and plasma concentrations and effect. Results and Discussion: The HLPC-
UV method was developed and validated to determine plasma and tissue samples of
ETO. ETO tumor penetration was higher in the tumor periphery (61 + 15 % and 61 +
29 %) than center (34 + 6 % and 28 + 11 %) following 10 and 20 mg/kg doses,
respectively (ANOVA, a = 0.05). A 4-compartment structural model comprising a
saturable distribution (Michaelis-Menten kinetics) into the tumor compartments from
the central compartment simultaneously described the ETO concentration—time
profiles in plasma and both tumor regions. The PK/PD population Simeoni TGI-Emax
model was capable of describing the schedule-dependent antitumor effects of ETO

using total plasma or free tumor concentrations obtained in a W256-tumor bearing



Wistar rat model, resulting in higher komax (maximal potency) for free concentrations
(25.8 mL.ug'.day™ - intratumoral vs. 12.6 mL.ug™.day™ total plasma). Conclusions:
The results showed that the use of free intratumoral drug concentrations in the
PK/PD modeling can provide a better understanding of the pharmacokinetics and
pharmacodynamics relationship and improve the forecasting ability of the models
considering that the efficacy of antineoplastic drugs in the treatment of solid tumors is

dependent on the drug ability to distribute into the tumor.

Keywords: Anticancer agents, etoposide, tumor penetration, microdialysis,
pharmacokinetics, tumor growth inhibition model, pharmacokinetic/pharmacodynamic

modeling.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1. Modelo PK/PD de morte celular ciclo-celular ndo especifico................
Figura 2. Modelo PK/PD de morte celular ciclo-especifico.............coooiiiiiiiinnnee.
Figura 3. Modelo PK/PD de compartimento de transito.............cccccuvveieiiiieeennnnnn.n.
Figura 4. Modelo PK/PD de compartimento de transito duplo.............cc.ccooeeooe.
Figura 5. Modelo PK/PD de inibigdo do crescimento tumoral — TGI.....................

Figura 6. Estrutura do modelo PK/PD de compartimento de transito
descrevendo a mielossupressao induzida pela quimioterapia.............cccccceeeeeees

Figura 7. Estrutura quimica do etopoSideO0..........uuuieiviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e

CAPITULO 1

Figure 1. Chromatograms of blank rat plasma, blank plasma spiked with
etoposide (3500 ng/mL) and phenytoin (IS) (1 pg/mL), and a plasma sample
(869 ng/mL) collected 2 h after an i.v. administration of etoposide (15 mg/kg)....

Figure 2. Chromatograms of microdialysate blank sample, medium QC sample
(625 ng/mL) and tumor microdialysate sample (99.81 ng/mL) 3 h after an i.v.
administration of etoposide (15 MG/KG)....ovouvneieiiii e

Figure 3. Mean concentration—time profiles of etoposide after i.v. bolus dose of
15 mg/kg to Walker-256 tumor-bearing Wistarrats..................cooooiiiiiinnn.

CAPITULO 2

Figure 1. Photomicrographs of hematoxylin-eosin stained sections of W256
Wistar rat tumor showing the tumoral periphery and center without probe
insertion; periphery and center longitudinally sliced through the microdialysis
probe membrane location; and periphery and center transversally sliced through
the microdialysis probe membrane location..................coo

Figure 2. Mean total plasma and free tissue profiles from tumor peripheral and
central region after ETO i.v. bolus dosing of 10 and 20 mg/kg to Wistar W256
tumor-bearing rats (Mean + SD, n = 10 and 14 for lower and higher dose,
FESPECHIVEIY ). .ot

Figure 3. Structure of the final popPK model.............cooiiiiiii s

39

43

57

57

63

83



Figure 4. Individual and population fitted plasma and tumor profiles using
nonlinear mixed-effect modeling approach.............coooiiiiii

Figure 5. Goodness-of-fit plots for the final popPK model............................... 92

Figure 6. Visual predictive check (VPC) plot of the final popPK model based on
1,000 simulated replicates of the original data.....................coo,

CAPIiTULO 3
Figura 1. PopPK model structure. ... 108

Figura 2. Scheme and differential equations of the Simeoni TGl model............ 111

Figura 3. Plots with average observed, left censored data and model-fitted
tumor growth curves in rats given either the vehicle (control) or etoposide i.v.
(10 mg/kg for 4 days or 5 mg/kg for 8 days). Model predictions using the
Simeoni TGl model considering total plasma and free tumor concentration....... 114

Figura 4. Plots with average observed, left censored data and model-fitted
tumor growth curves in rats given either the vehicle (control) or etoposide i.v.
(10 mg/kg for 4 days or 5 mg/kg for 8 days). Model predictions using the
Simeoni TGI- Enax model considering total plasma or free tumor concentration.. 115

Figura 5. Plots with observed, left censored data, individual predicted and
population predicted tumor growth curves obtained in rats given either the
vehicle (control) or etoposide i.v. (10 mg/kg- 4 d or 5 mg/kg-8 d)................... 116

Figura 6. Goodness-of-fit plots for the tumor weight using total plasma or free
tUMOr CONCENLratioNS. .. ..o e 119

Figura 7. VPC of the final PK/PD model stratified by group using total plasma
and free tumor concentration based on 1000 simulated replicates of the
OrigiNal data. .. ... 120



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Table 1. Intra- and inter-day precision and accuracy of etoposide determination
INrat plasma SaAMPIES. ...

Table 2. Intra- and inter-day precision and accuracy of the method for

determination of etoposide in microdialysate samples..............c.cooiiiiiiinnnn. 60
Table 3. Stability of etoposide in rat plasma samples..............cccoooiiiiiiiiinnn. 61
Table 4. Stability of etoposide in Ringer’'s solution...............ccoooviiiiiiiininn.. 62
CAPITULO 2
Table 1. ETO microdialysis probes in vitro recovery considering perfusion flow
rate, drug concentration and recovery method..............coooviiiiiiiiiii i, 81
Table 2. ETO plasma pharmacokinetic parameters determined by NCA of
individual profiles. ... 84
Table 3. ETO W256 tumoral pharmacokinetic parameters determined by NCA
of individual Profiles. ..o S
Table 4. Parameter estimates of the final ETO popPK model......................... 91

CAPITULO 3

Table 1. Parameter estimates of the final PK/IPD model..........oovvvvvvevviviniia.... 118






SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt et ne e teeeen e ene e
OBUETIVOS.....c.c ettt ettt e et e e e e e e et e e e e nnsee e e enaeaeeenneaeens
REVISAO DE LITERATURA. ...ttt
LI T = PP
2. Modelagem PK/PD de antitumoraiS. ..........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeceeeee e
2.1 Modelo in vivo para avaliagdo PK/PD ............ccoovveeeeeeiiieeeeeee e
2.2 Equacdes dos modelos matematicos de PK/PD ...........ovvevivveeeeeeeeieeiieeen,
X Y/ [Ted ol L= 1T TP
B (0] o Y0 1= (o [T o TR EPPPPRPRPRR

CAPITULO 1 - HPLC-UV method for quantifying etoposide in plasma and
tumor interstitial fluid by microdialysis: Application to pharmacokinetic studies..

CAPITULO 2 - Population pharmacokinetic modeling of etoposide
concentrations in plasma and tumor tissue inrats..............ccooeeeeiiiiii e,

CAPITULO 3 - Pharmacokinetic/Pharmacodynamic modeling of etoposide
tumor growth inhibitory effect in Walker-256 tumor-bearing rat model using
free intratumoral drug concentrations. ...
DISCUSSAQ GERAL ..ot ean e
(010N 0] MU T @] =1 7O
REFERENCIAS GERAIS.......cooiiiiiiiieiieeie et

ANEXO — Parecer do COmite de BtiCa.......eeooeeee oo,

17

21

25

27

29

30

32

40

42

45

69






INTRODUCAO






O cancer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células que
invadem 6rgaos e tecidos, sendo considerado um sério problema de saude publica
mundial (RODRIGUES, 2011).

Atualmente, o recurso mais empregado no tratamento do cancer é a
quimioterapia, a qual utiliza medicamentos antitumorais que agem inibindo o
crescimento celular, atuando sobre o controle da divisdo e do desenvolvimento
celular. O efeito antitumoral dos farmacos é dependente da acéao citotéxica, afetando
indistintamente células normais e alteradas, o que leva ao surgimento de inumeros
efeitos adversos relacionados a terapia (ALMEIDA et al., 2005). Além disso, outro
desafio da quimioterapia €& a resisténcia adquirida, onde as células
respondem/desenvolvem/melhoram caracteristicas especificas para superar a
toxicidade do agente apds o primeiro ciclo de tratamento, ou a resisténcia intrinseca,
onde as células ja possuem mecanismos que tornam o farmaco ineficaz. Superar a
resisténcia € um dos maiores desafios do tratamento quimioterapico do cancer
(HUBER et al., 2010; ROCHE, 2011). Nesse contexto, ainda permanecem em aberto
questdes importantes como a determinagao de protocolos 6timos para o tratamento
quimioterapico e a busca por agentes quimioterapicos mais especificos, eficazes e
seguros, pois apesar dos avangos na sintese organica, um numero limitado de
farmacos para o tratamento de cancer esta disponivel no mercado (SONDHI et al.,
2010; GUPTA et al., 2013; WALGREN & SLAPAK, 2014).

Frente as implicagbes do tratamento oncolégico, a modelagem
farmacocinética-farmacodindmica (PK/PD) pode ser extremamente util na selegéo
de novas entidades quimicas (NEQ) em desenvolvimento e na escolha da melhor
dose e posologia para novos farmacos, considerando que os antitumorais
geralmente tém uma janela terapéutica estreita (VAN KESTEREN et al., 2003;
FRIBERG, 2003; SUNG et al., 2009).

Na oncologia, os modelos PK/PD tém sido desenvolvidos utilizando diferentes
efeitos farmacodindmicos como o crescimento do tumor, biomarcadores de resposta,
bem como os efeitos adversos do farmaco em estudos realizados em modelos
animais ou em humanos (BENDER et al., 2015). A maioria desses modelos PK/PD
utiliza as concentragdes plasmaticas totais do antitumoral como input
farmacocinético, assumindo que essas sao representativas das concentracoes
alcangadas no tumor. No entanto, no caso de tumores sdlidos, a vascularizagao e o

ambiente intratumoral sdo bastante heterogéneos e distintos dos tecidos normais
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podendo gerar concentragdes teciduais diferentes das plasmaticas e,
consequentemente, a relagdo dessas com o efeito pode ndo ser a mesma (WEI et
a., 2009; NERINI et al., 2014). Nesse sentido, a utilizagdo de concentragdes livres
intratumorais pode ser mais preditiva do efeito antitumoral do que as concentracdes
plasmaticas totais, possibilitando a construgdo de um modelo PK/PD mais fidedigno
e capaz de prever, de forma mais adequada, a posologia para o tratamento
oncoldgico.

Com base no exposto, o presente estudo pretende investigar a
farmacocinética plasmatica e a penetracdo tumoral, bem como o efeito do
antitumoral etoposideo, farmaco modelo, utilizando o modelo de tumor de Walker-
256 (W256) em ratos Wistar e diferentes posologias do farmaco. A partir desses
dados, desenvolver modelo PK/PD para descrever e comparar as diferentes
posologias utilizando concentragbes plasmaticas totais ou concentragdes livres
intratumorais do farmaco. A proposta € inédita na literatura e representa uma
contribuicdo para o entendimento da importancia das concentragdes livres
intratumorais nos modelos PK/PD tanto no processo de descoberta e avaliacdo de
novas moléculas antitumorais bem como para a melhoria do tratamento do cancer

utilizando quimioterapia.

20



OBJETIVOS






O objetivo geral deste trabalho é desenvolver modelo PK/PD para o antitumoral
etoposideo através do estabelecimento da relagdo matematica entre a inibicdo do
crescimento tumoral in vivo e as concentracdes plasmaticas totais ou livres tumorais

do farmaco em modelo de tumor de W256 em ratos Wistar.

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

* Desenvolver e validar método analitico por CLAE-UV para quantificacdo do
etoposideo em plasma e microdialisado de tecido tumoral;

* Estabelecer as condicbes experimentais e a recuperagdao das sondas de
microdialise para o etoposideo in vitro e in vivo;

* Avaliar a farmacocinética plasmatica e tecidual do etoposideo em modelo de
tumor sélido W256 em ratos Wistar através da técnica de microdialise;

* Desenvolver modelo farmacocinético populacional para descrever os perfis de
concentracdo por tempo do etoposideo em plasma e fluido intersticial tumoral;

* Investigar o efeito do etoposideo sobre o crescimento tumoral em modelo de
tumor de W256 em ratos Wistar apés a utilizagdo de diferentes posologias;

* Desenvolver modelo PK/PD para descrever o efeito temporal do etoposideo in
vivo utilizando diferentes posologias e tendo como input concentragdes livres

intratumorais e plasmaticas totais do farmaco.
A parte experimental e os resultados obtidos nesta tese estdo apresentados a

seguir organizados em trés capitulos redigidos na forma de artigos cientificos,

apresentados apos a revisdo de literatura.
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1. Cancer

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de
doencas que tém em comum o crescimento anormal e desordenado de um
determinado tecido, que passa a agir de forma autbnoma e descontrolada, podendo
acometer diversos 6rgaos do organismo (ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2014).

O surgimento do céncer ocorre através da transformacdo de uma célula
normal em célula cancerosa devido a alteragdes genéticas, principalmente mutacoes
em oncogenes e genes supressores de tumores. As caracteristicas que diferenciam
os tipos de cancer entre si variam de acordo com o tipo de célula acometida, pois
cada célula possui mecanismos multiplos e independentes que regulam o seu
crescimento e diferenciacédo (WHITE et al., 2013).

A determinagdo das causas do cancer € um arduo esforgo realizado pelos
epidemiologistas, pois sua origem se da por condi¢des multifatoriais. Esses fatores
causais podem agir em conjunto para iniciar ou promover o cancer (BRASIL, 2014).
Tabagismo, alcoolismo, obesidade, exposicdo a carcindgenos ambientais e a
agentes infecciosos sdo os principais fatores de risco de morte por cancer no mundo
(VINEIS & WILD, 2014). Apesar de um grande numero de estudos, a influéncia que
cada um desses fatores exerce para o surgimento da doenga € desconhecida e
provavelmente varia para cada tipo de cancer (WHITE et al., 2013).

Em 1971 foi declarada a “guerra” contra o cancer, pois de cada grupo de 100
mil habitantes nos Estados Unidos, 163 morriam da doenga (MELLO & MENCARINI,
2008). Apos mais de 40 anos, apesar dos avangos médico-tecnolégicos e do
aumento global na expectativa de vida, a incidéncia de cancer aumenta a cada ano,
assim como o numero de mortes causadas por ele. De acordo com estimativas
mundiais do projeto GLOBOCAN 2012, da Organizagao Mundial da Saude (WHO),
em 2012 o cancer matou 8,2 milhées de pessoas e houve 14,1 milhdes de novos
casos de cancer no mundo, sendo 7,4 milhdbes em homens e 6,7 milhdes em
mulheres. Em 2035, o numero sera de 24 milhées de novos casos de cancer e 13,2
milhbes de mortes pela doenca em consequéncia do crescimento e do
envelhecimento da populacdo, bem como da redugao na mortalidade infantil e das
mortes por doengas infecciosas em paises em desenvolvimento (WHO, 2012). Uma
estatistica impressionante mostra que 40% de todos os americanos vivos hoje
receberdo o diagndstico de cancer em algum momento de suas vidas (MELLO &
MENCARINI, 2008).
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No Brasil, € incontestavel que o cancer é hoje um problema de saude publica.
De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para o ano de
2014, que sera valida também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer. O cancer de pele do tipo nao-
melanoma (182 mil casos novos) sera o mais incidente na populagao brasileira,
seguido pelos tumores de prostata (69 mil) e mama feminina (57 mil) (BRASIL,
2014).

Trés principais abordagens sdo empregadas no tratamento do cancer:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Abordagens ou combinagbes diferentes de
tratamento s&o indicadas, dependendo do tipo de cancer, localizagdo, grau de
progresséo e/ou nivel de invasdo e metastase (ROCHE, 2011).

Quando ha ocorréncia de metastase e visando também sua prevencgao, além
dos casos onde a cirurgia ndo € possivel, faz-se necessario uma abordagem
sistémica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70 % dos casos, com a
quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005). O principal objetivo da quimioterapia é
destruir as células cancerosas mantendo as normais. Portanto, a quimioterapia
desejavel faz uso das mais altas doses toleraveis do farmaco para atingir o maior
namero de células cancerosas. Porém, a maioria dos agentes atua de forma
inespecifica, atingindo além das células cancerosas também as células normais, o
que resulta nos efeitos adversos comuns provocados pela quimioterapia
(MENDONCGCA, 2008).

Outro obstaculo para o sucesso da quimioterapia € a resisténcia aos
farmacos que pode ser um fendbmeno adquirido ou intrinseco. Resisténcia intrinseca
significa que as células ja possuem mecanismos que tornam o farmaco ineficaz,
devido a fatores inerentes ao composto ou a célula tumoral em si, como baixa
ativacdo metabdlica no caso de um pro-farmaco; administracdo inadequada do
farmaco ou falta de vascularizagdo no microambiente do tumor (HUBER et al., 2010;
ROCHE, 2011).

Ja a resisténcia adquirida chamada de resisténcia a multiplas drogas (MDR),
ocorre apos o primeiro ciclo de tratamento e € um dos maiores desafios na
quimioterapia do cancer (LAGE, 2008). Os tumores normalmente consistem em
populagcdes mistas de células malignas, algumas das quais sao sensiveis ao
farmacos, enquanto outras sdo resistentes. A quimioterapia mata as células

sensiveis, mas deixa para tras muitas células resistentes. Como o tumor comeca a
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crescer novamente, a quimioterapia pode falhar porque o tumor remanescente é de
células resistentes (MERLIN et al., 2013).

Este fendbmeno de resisténcia a multiplas drogas esta relacionado a presenca
de pelo menos duas “bombas” moleculares presentes na membrana das células
tumorais chamadas de proteinas de transporte MRP1 e glicoproteina-P
responsaveis pelo efluxo dos quimioterapicos para fora da célula. Estas bombas
fazem com que as células tumorais impegcam a chegada do farmaco no citoplasma
ou no nucleo, impedindo seus efeitos toxicos e tornando-os ineficazes (NATURE,
2000; O'CONNOR, 2007; HUBER et al., 2010). Em virtude dessas limitacbes de
tratamento, continua grande o interesse na pesquisa de novos farmacos mais
especificos, eficazes, seguros e capazes de modular a resisténcia (MENDONCA,
2008; HUBER et al., 2010).

Apesar dos esforcos dispensados, o desenvolvimento de medicamentos em
oncologia é um processo que requer, em média, 10 anos e investimentos da ordem
de 1 bilhdo de ddlares para o farmaco ser aprovado para comercializagdo. Estima-
se que apenas 10% das NEQ passam dos ensaios clinicos de Fase 1, sendo que na
oncologia o sucesso é ainda menor (5%) (WALGREN & SLAPAK, 2014). Essa
problematica é explicada pela falta de ensaios pré-clinicos (in vitro e in vivo) que
possam prever a eficacia e toxicidade dessas NEQ (KUMMAR, 2007; WONG et al.,
2012). Além disso, mesmo apds o desenvolvimento e aprovagao dos farmacos, o
regime terapéutico ideal permanece incerto, visto que eles proporcionam um
aumento minimo na sobrevida e estdo associados a inumeros efeitos adversos,
indicando que os protocolos para o estabelecimento de doses empregados
atualmente nem sempre s&o adequados (SUNG et al., 2009; GUPTA et al., 2013).

2. Modelagem PK/PD de antitumorais

A modelagem PK/PD pode ser definida como a descricdo matematica da
relagdo entre a farmacocinética e a farmacodinamica, a qual permite prever a
variagdo do efeito com a variagdo da concentragdo do farmaco no organismo, em
funcdo do tempo (DERENDORF & MEIBOHM, 1999; GOBBURU, 2010).

Especialmente na oncologia, a modelagem PK/PD pode ser extremamente
util para o desenvolvimento racional de novos farmacos, na escolha da melhor dose
e posologia, considerando que os antitumorais geralmente tém uma janela

terapéutica estreita. A modelagem PK/PD também estd sendo utilizada pela
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industria farmacéutica com o objetivo de minimizar a toxicidade dos farmacos nos
paciente além de reduzir o nimero de ensaios clinicos necessarios para liberar um
novo farmaco no mercado (FRIBERG, 2003; BENDER et al., 2015). Além disso,
novas recomendagdes das autoridades reguladoras da Europa e EUA reconhecem o
valor das abordagens baseadas em modelos PK/PD nas avaliagbes pré-clinicas e
clinicas durante o desenvolvimento de antitumorais (FDA, 2009; JONES & JONES,
2012; STAAB et al., 2013).

2.1 Modelos in vivo para avaliagao PK/PD

Os modelos PK/PD in vivo descrevem a relagdo da concentracdo do
antineoplasico com o crescimento do tumor, com biomarcadores, bem como com os
efeitos adversos a partir de dados obtidos de um tratamento em animais ou
humanos (BENDER et al., 2015).

Os modelos animais sdo amplamente utilizados nos estudos PK/PD, pois
permitem a investigagcdo de uma extensa faixa de concentragdes e posologias que
nao seriam possiveis nos estudos clinicos. A espécie preferida para o
desenvolvimento do tumor e seu tratamento sdo os ratos, pois permitem repetidas
coletas de sangue (FRIBERG, 2003), possuem a farmacocinética mais comparavel
aos humanos do que os camundongos (LI, 2009) e também sao adequados para
investigacdes dos efeitos hematolégicos de novas entidades quimicas ou farmacos
antitumorais, uma vez que suas células sanguineas sao semelhantes as humanas
(ULICH & DEL CASTILLO, 1991). Essa semelhanca entre ratos e humanos permite
previsbes dos efeitos da mielossupressdo de farmacos antineoplasicos em
pacientes baseadas em dados de ratos, por exemplo (SCHURIG et al., 1986;
FRIBERG et al., 2000a; FRIBERG et al., 2010). As diferencgas significativas na forma
como o cancer se desenvolve nos humanos e nos roedores nao diminuem a
importancia dos modelos animais para a investigacdo de farmacos (ANISIMOV et
al., 2005).

O desenvolvimento de modelos animais de tumores sélidos permite avaliar
diretamente a capacidade do farmaco em inibir o crescimento do tumor através da
comparagao do tamanho do mesmo nos animais tratados e controle, permitindo
assim descrever as curvas de crescimento tumoral, fazer previsdes da cinética de
crescimento em resposta aos diferentes tratamentos e avaliar a poténcia do farmaco
(SIMEONI et al., 2004).
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Empregando o modelo animal de tumores sélidos e avaliagdo do tamanho do
tumor, SIMEONI e colaboradores (2004) desenvolveram um modelo PK/PD
denominado “Inibicdo do Crescimento Tumoral” (Tumoral Growth Inhibition — TGl),
que mostrou-se capaz de descrever a reducdo do tamanho do tumor utilizando
diferentes doses e posologias, independente do mecanismo de agao e indicagao
terapéutica dos farmacos (SIMEONI et al., 2004; MAGNI et al., 2006; TERRANOVA
& MAGNI, 2012; YAMAZAKI et al.,, 2012). O modelo TGl também tem sido
reconhecido como uma ferramenta util para otimizar e selecionar candidatos a
farmacos em diferentes fases do desenvolvimento. Além disso, foi demonstrada a
capacidade de previsdo do modelo TGI para o efeito de diferentes antineoplasicos
de uso terapéutico em humanos utilizando parametros obtidos da modelagem de
resultados de estudos em animais (ROCCHETTI et al., 2007). A previsao do efeito
de candidatos a farmacos antitumorais em humanos baseados em estudos em
animais proporciona uma base racional para o processo de desenvolvimento desses
farmacos, permitindo que compostos inapropriados sejam descartados mais cedo no
desenvolvimento, reduzindo o numero de ensaios e consequentemente expondo
menos pacientes a tratamentos nao efetivos (ROCCHETTI et al., 2007; STEIMER, et
al., 2010).

O modelo TGI também foi modificado para descrever o efeito apdés a
coadministracdo de dois antineoplasicos. O uso da combinagdao de dois ou mais
farmacos no tratamento tem sido uma estratégia amplamente adotada na clinica. A
possibilidade de emprego do TGl para associagbes de antitumorais permite uma
melhor caracterizacdo da interagcdo entre os efeitos e a selecdo de combinacdes
sinérgicas, que representam um desafio na terapia anticancer (TERRANOVA et al.,
2013).

Modelos que permitem a quantificacdo do crescimento/reducao do tamanho do
tumor tém se tornado mais populares também para descrever resultados clinicos.
Wang e colaboradores (2009) desenvolveram um modelo capaz de prever a
sobrevida global de pacientes com cancer de pulmdo de pequenas células pela
correlacao desta com a reducdo no tamanho do tumor durante o tratamento. Claret
e colaboradores (2009) também validaram um modelo capaz de prever a sobrevida
de pacientes nos ensaios clinicos de Fase 3 a partir de dados da Fase 2. O modelo
foi validado pela relacao entre os dados de inibicdo do crescimento do tumor e

sobrevida de pacientes com cancer colo-retal obtidos nos estudos de Fase 2 e 3 dos

31



antitumorais capecitabina e 5-fluoracil. Ambos modelos podem ser uteis na selecéo
de dose durante os estudos clinicos.

Apesar das aplicagdes citadas, muitas vezes existem grandes variagoes inter e
intra-individuais em relacéo a sensibilidade do tumor ao antitumoral. Portanto, maior
atencao tem sido dada a modelos que usam outros efeitos que ndo o tamanho do
tumor para avaliar a eficacia do tratamento. Como exemplo pode-se citar contagem
de leucécitos que caracterizam a mielossupressao induzida pelo tratamento
quimioterapico, que tem sido usada para o desenvolvimento de modelos PK/PD
(FRIBERG, 2003; ZANDVLIET et al., 2008; WALLIN et al., 2009). Modelo PK/PD
utilizando esse efeito tem sido aplicado em diferentes situagbes como para
descrever e prever a mielossupressdo apos o tratamento combinado de farmacos
(SANDSTROM et al.,, 2006); para otimizar doses (FRIBERG et al., 2000b,
ZANDVLIET et al.,, 2008); como uma ferramenta durante o desenvolvimento de
farmacos (FRIBERG et al., 2002) e também para prever os efeitos mielotdéxicos em
humanos a partir de dados em ratos (FRIBERG et al.,, 2000a; FRIBERG et al.,
2010). Usando a mielossupressao como efeito no modelo PK/PD podem-se fazer
simulagdes visando determinar a posologia que maximiza a resposta antitumoral
enquanto limita a toxicidade em um grau aceitavel (STEIMER, et al., 2010).

Uma vez que muitos agentes antitumorais tém como mecanismo de agao a
inibicdo de proteinas quinases em rotas de sinalizagdo, a medida de fosfoproteinas
que sao produtos dessas rotas também se tornou um biomarcador importante para o
desenvolvimento de modelos PK/PD in vivo. Fosfoproteinas tem sido utilizadas
como biomarcadores para farmacos inibidores das proteinas quinases BCR/ABL
presente na leucemia (LUO et al., 2006), cMet expressa em linhagens humanas de
carcinoma gastrico (GTL16) e glioblastoma (U87MG) (YAMAZAKI et al., 2008), entre
outros. Outros estudos mostram a relacao entre a exposi¢cao e biomarcadores como
pressdo sanguinea e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), apds o
tratamento com farmacos anti-angiogénicos (ZHOU et al., 2007; LINDAUER et al.,
2010; HANSSON et al., 2011), sendo esses efeitos considerados para o

desenvolvimento de modelos PK/PD.

2.2 Equagoes dos modelos matematicos de PK/PD
Nos ultimos 40 anos, diferentes modelos matematicos tém sido construidos e

aplicados para descrever a relagdo PK/PD de antitumorais (SIMEONI et al., 2013). O
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modelo matematico mais conhecido € o0 modelo Enax que descreve o efeito do
farmaco em relacdo a variagao da concentracao, prevendo o efeito maximo que um
farmaco pode apresentar (DERENDORF & MEIBOHM, 1999). O modelo Emax foi
adaptado por Jusko (1971) para descrever o efeito dos antineoplasicos que

possuem mecanismo de acgao ciclo-celular nao especifico, conforme descrito na

oo § K

d—C=kng-C—K-C K = Ko F
dr CE+F

Figura 1.

Figura 1. Modelo PK/PD de morte celular ciclo-celular ndo especifico onde C
representa o numero de células, kn,y € uma constante de primeira ordem de
crescimento liquido (taxa de crescimento [kg] menos a taxa de morte [kq]), K € o
efeito do farmaco, F é a concentragao do farmaco no meio, Knax € 0 efeito maximo
do farmaco e CEs5p € a concentragao do farmaco que produz 50% do efeito maximo
(JUSKO, 1971).

A relacdo direta exposicado-efeito obtida com o modelo Emax tem sido
amplamente utilizada para diferentes classes terapéuticas, no entanto, modelos que
conseguem caracterizar a histerese entre concentragao e efeito terapéutico podem
fornecer informacgéo adicional que permite o acerto mais adequado da posologia,
além de auxiliar na escolha da dose ideal.

Nesse sentido, Jusko prop6és um modelo de morte celular ciclo-especifico
para descrever a cinética do efeito quimioterapico quando o farmaco age em uma
fase especifica do ciclo celular (JUSKO, 1973). O modelo de morte celular ciclo-

especifico € apresentado na Figura 2.

33



dc,
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Figura 2. Modelo PK/PD de morte celular ciclo-especifico. Duas populagbes de
células tumorais estdo presentes: uma sensivel ao farmaco, onde Cs se refere ao
numero de células sensiveis, e uma resistente, onde C, se refere ao numero de
células resistentes. As constantes de primeira ordem ks, € ks se referem as taxas de
conversdo das células entre as populagdes; kg e kd se referem as taxas de
crescimento e morte celular, respectivamente. Knax € 0 efeito maximo do farmaco
(taxa maxima de morte das células sensiveis) (JUSKO, 1973).

Utilizando esse modelo Jusko descreveu os efeitos da vincristina e vimblastina
em linhagens de células de linfoma e hematopoiéticas de camundongo in vitro
(JUSKO, 1973). Woo e colaboradores (1975) também mostraram que o efeito da
carmustina, citarabina e metotrexato é ciclo-especifico para a linhagem de células de
leucemia também in vitro.

Apesar de algumas aplicagdes, o modelo ciclo-especifico ndo é adequado para
descrever os casos onde o efeito antitumoral é substancialmente atrasado em
relacdo a exposi¢cdo ao farmaco, ou seja, quando ha histerese entre concentragao
do farmaco e efeito antitumoral. Como os efeitos quimioterapicos geralmente
aparecem dias ou semanas apos a exposicido, esse modelo ndo tem mostrado éxito
na otimizagdo de posologias para a quimioterapia (LOBO & BALTHASAR, 2002;
SUNG et al., 2009).

O modelo tedrico de compartimento de transito, descrito por Sun & Jusko para
descrever o efeito resultante de uma cascata de transdugdo de sinal (SUN &
JUSKO, 1998) tém sido aplicado com sucesso para caracterizar o efeito antitumoral
de farmacos que sofrem histerese, onde o descompasso entre concentracio
plasmatica e o efeito € compensado através do uso de uma série de
compartimentos de transito (LOBO & BALTHASAR, 2002; SUNG et al., 2009).

O modelo de compartimento de transito foi aplicado por Lobo & Balthazar

(2002) para explicar o atraso na inibicdo do crescimento do tumor in vitro apés
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exposi¢cao ao farmaco metotrexato conforme apresentado na Figura 3.

K = K1 =5 K2 5 K3 I K4

oo § K4

€ i, -c-K4-C @__(K K1) @__(m K2)
dr dt dt
@__(Kz K3) ﬁ__(m K4) K = Ko F
dt dt CE,+F

Figura 3. Modelo PK/PD de compartimento de transito. K1-K4 sao relacionadas a
uma série de compartimentos de transito como fungcdo de morte celular, e T se
refere ao tempo médio de transito em cada compartimento. Quatro compartimentos
de transito sdo empregados neste exemplo, no entanto, apenas um parametro &
usado para descrever a cinética de transito (t). Como tal, o0 modelo é flexivel, por
causa do numero de compartimentos de transito, e altamente estavel, devido ao
pequeno numero de parametros (Kng, Kmax, CEso, T) (LOBO & BALTHAZAR, 2002).

Uma modificacdo do modelo de compartimento de transito foi proposta por
Sung e colaboradores (2009), onde dois grupos de compartimentos (modelo de
compartimento de transito duplo K e L) foram empregados pelo fato de existirem
dois mecanismos de agao do farmaco 5-fluoracil no tumor (inibigdo da sintese do
RNA e DNA). No exemplo apresentado na Figura 4, dois compartimentos de transito
sao necessarios para descrever o descompasso entre concentracdo do farmaco e

efeito antitumoral.
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Figura 4. Modelo PK/PD de compartimento de transito duplo. Assume-se dois
mecanismos de agdo independentes e cada mecanismo € modelado por dois
modelos de compartimento de transito separadamente (K e L), onde existem duas
vias de morte celular. Kqax € CEsp sdo diferentes de Lmax1 € CEsp1 € cada um,
respectivamente, representa o efeito maximo e a concentracdo do farmaco que
produz 50% do efeito maximo para o mecanismo de agao especifico (SUNG et al.,
2009).

Nos modelos descritos acima, a eficacia do antitumoral € obtida em termos de
CEs5p calculada através de diferentes curvas de crescimento do tumor obtidos apds
exposicao a diferentes concentragdes do farmaco em um tempo fixo. No entanto, a
utilizacdo destes dados é frequentemente limitada, pois a CEsy pode mudar
significativamente quando calculada em diferentes tempos de exposi¢cdo. Essa
diferenca ndo é observada nesses experimentos, pois utiliza-se apenas um tempo
de exposicado. Dessa forma, as condicdes experimentais podem fornecer conclusdes
inapropriadas sobre a eficacia de NEQ, levando a sele¢do inadequada do melhor
composto para seguir nos estudos de desenvolvimento (DEL BENE et al., 2009).

Simeoni e colaboradores (2004) desenvolveram um modelo similar ao modelo
de compartimento de transito utilizado por Lobo & Balthazar (2002), no entanto
matematicamente distinto, chamado de modelo de Simeoni ou TGI (citado em 2.1)
apresentado na Figura 4. No estudo para o desenvolvimento desse modelo foram
utilizados os farmacos 5-fluoracil, paclitaxel e mais trés NEQ. O modelo descreve o

grupo controle com um crescimento tumoral exponencial inicial seguido de um
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crescimento linear. No grupo tratado o crescimento tumoral é alterado pela presenga
do antitumoral. As células que sofrem a acao do farmaco param de proliferar,
passam por progressivos graus de dano, caracterizados por meio de
compartimentos de transito, e entdo morrem. No modelo TGI descrito sao utilizados
trés compartimentos para descrever trés graus de dano as células que leva em
conta o atraso no efeito em relacdo a exposicdo ao farmaco. Como pode ser
observado na Figura 5, a agao do farmaco é determinada por dois parametros: ki,
que descreve a cinética da morte celular e kp, fator de proporcionalidade que
conecta a concentracido plasmatica ao efeito. Neste contexto, k., € o parametro que
descreve a poténcia do farmaco, ao invés da CEsp, proporcionando uma nova
ferramenta para prever e/ou simular respostas a diferentes tratamentos.

A necessidade de introduzir um modelo de compartimento de transito
adequado para descrever o efeito do antineoplasico sozinho ou em combinacgao, foi
confirmada em trabalhos publicados pelo mesmo grupo de pesquisa (POGGESI et
al., 2004; ROCCHETTI et al., 2005; MAGNI et al., 2006; ROCCHETTI et al., 2007,
TERRANOVA & MAGNI et al., 2012; TERRANOVA et al., 2013) e por outros grupos
(KOCH et al., 2009; GOTETI et al., 2010). Ainda, Bueno e colaboradores (2008)
publicaram uma aplicagdo do modelo de Simeoni utilizando como parametro de
efeito, além do tamanho do tumor, a porcentagem das proteinas Smad2,3

fosforiladas no tumor e no plasma para um candidato a farmaco inibidor de TGF- 3.
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Figura 5. Modelo PK/PD de inibigdo do crescimento tumoral - TGl (Adaptado de
Simeoni et al., 2004). O grupo controle é definido por: w(t): massa total de tumor; wo:
massa de tumor no momento da inoculagao; A: taxa de crescimento exponencial;
Ai: taxa de crescimento linear; Winreshoig: Massa de tumor quando o crescimento
passa de exponencial para linear; y: fator para passar de exponencial para linear; e
o grupo tratamento: Z(t): massa de tumor em crescimento; Z,(t), Zs(t), Z4(t): massa
de tumor em diferentes estagios de dano; k,: poténcia do composto; ki: taxa de
transicao entre os compartimentos de dano. Nesse modelo, os grupos controle e
tratamento sdo modelados simultaneamente.

%=kl “Z,(t)-k - Z,(1) Z,,4,(0)=0

w(t)=Z,)+Z,t)+ Z,(t)+ Z,(1)

Modelos PK/PD que descrevem a toxicidade hematoldgica também tém sido
utilizados para muitos antineoplasicos, pois o primeiro efeito observado apds a
administracao desses farmacos é a leucopenia que é dose-limitante. A relagao da
exposicao ao farmaco com a redugdao das células sanguineas (leucécitos ou
neutréfilos) tem sido feita utilizando o modelo de compartimento de transito proposto
por Friberg e colaboradores (FRIBERG et al.,, 2000a; FRIBERG et al.,, 2000b;
FRIBERG et al., 2002; HANSSON & FRIBERG, 2012). Compartimentos de transito
também sdo atraentes para modelar a mielossupressao, pois eles mimetizam os
diferentes estagios de maturagdo das células (FRIBERG, 2003) e o atraso para o
efeito toxico que pode ocorrer entre 4-5 dias apds o inicio do tratamento
(KARLSSON et al., 1995).

O modelo PK/PD para descrever a mielossupressao no exemplo descrito na
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Figura 6 é composto por um compartimento representando as células que se
multiplicam na medula 6ssea, trés compartimentos de transito que mimetizam
células que estdo em maturagcdo e um compartimento das células circulantes no
sangue. Um mecanismo de feedback € também incorporado ao modelo
representando o efeito enddégeno de fatores de crescimento que aumentam a taxa
de multiplicagdo da células quando o nivel de leucdcitos no sangue esta baixo
(FRIBERG, 2003).

Feedback=(ANC,/ANC(t))¥

e

Koror= Ker - S
' N
élulas na L
medula Transito
proliferando 2
1

Efénnaco .
v Compartimentos de
transito (MTT=4/k,,)

Leucocitos
circulantes
no sangue

Figura 6. Estrutura do modelo PK/PD de compartimento de transito descrevendo a
mielossupressédo induzida pela quimioterapia (Adaptado de Hansson & Friberg,
2012). Nesse modelo ANCy: contagem de neutréfilos basal; MTT: tempo médio do
processo de maturacao celular que permitiu prever o atraso entre a administracao e
o efeito observado; Ky: taxa de transigcao entre os compartimentos; K. taxa de
eliminagcdo dos neutrofilos circulantes; Efsmaco: €feito do farmaco em fungdo da
concentragdo; (ANCo/ANC,)": feedback dos neutréfilos para regular a taxa de
proliferacéo e y: fator de feedback.

O modelo de compartimento de transito mostrado na Figura 5, com alterag¢des
no numero de compartimentos dependendo do farmaco, foi aplicado com sucesso
por Friberg e colaboradores que descreveram o efeito mielossupressor dependente
do regime de dose de farmacos com diferentes mecanismos de agdo como o 5-
fluoracil em ratos (FRIBERG et al.,, 2000a), a 2'-deoxy-2'-methylidenecytidine
(DMDC) em pacientes com céncer de colo-retal ou de pulmédo (FRIBERG et al.,
2000b); docetaxel, paclitaxel, etoposideo, DMDC, irinotecano e vinflunina com um
numero pequeno e esparso de dados de pacientes com diferentes tipos de cancer
(FRIBERG et al., 2002) e docetaxel em pacientes com cancer de mama (HANSSON
& FRIBERG, 2012). O mesmo modelo foi adequado para caracterizar o perfil tanto
de leucdcitos como de neutrdfilos e ainda o mecanismo de feedback observado

apoés o tratamento com o antineoplasico, sendo util ndo somente para explicar os
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dados observados, mas também para prever e evitar a toxicidade nos ensaios

clinicos de novos farmacos.

3. Microdialise

Os modelos PK/PD de antitumorais in vivo em geral trabalham com
concentracdes plasmaticas do antitumoral visando determinar a correlagao dessas
com o efeito. Apesar das concentragdes plasmaticas serem importantes para
tumores liquidos, a concentracdo e o acumulo intratumoral desses farmacos séo
importantes no caso de tumores sdélidos, uma vez que o microambiente dentro dos
tumores é significativamente diferente do microambiente de tecidos saudaveis,
principalmente em termos de vascularizacdo, dificultando a penetracdo e a
distribuicdo intratumoral de farmacos. Portanto, um melhor entendimento da
penetracao intratumoral do farmaco deve conduzir a um modelo PK/PD mais realista
e com melhor capacidade de previsdo do desfecho do tratamento oncolégico (WEI
et al., 2009).

Estudos de avaliagcdo da concentracdo intratumoral do farmaco podem ser
realizados através da analise de homogeneizados de tumor (AZRAK et al., 2005;
AL-ABD, 2010; HOLDHOFF et al., 2010), no entanto as concentragcbes do farmaco
determinadas com essa abordagem refletem apenas uma média da concentragao
local, pois sdo o resultado da concentragao intra e extracelular adicionadas da
concentragado sanguinea residual. Nos ultimos anos, técnicas ndo-invasivas como a
tomografia por emissées de podsitrons (PET) e espectroscopia por ressonancia
magnética (MRS) tém possibilitado a avaliagdo continuada da exposi¢cao a agentes
antitumorais. No entanto, essas alternativas nao estdo prontamente disponiveis e
nao podem oferecer a sensibilidade e especificidade desejada para a modelagem
PK/PD (ZHOU & GALLO, 2005).

O desenvolvimento da microdidlise (MD) forneceu aos pesquisadores uma
ferramenta especifica para amostrar compostos enddégenos e exdégenos no espago
extracelular (ZHOU & GALLO, 2005). A MD permite determinar as concentragdes
livres do farmaco no liquido intersticial do tecido sob investigagao, oportunizando um
melhor entendimento sobre as relagdes exposicao-resposta na pesquisa da relagao
PK/PD, auxiliando no desenvolvimento de farmacos mais eficazes (CHAURASIA et
al., 2007; WEI et al., 2009).

A técnica de MD consiste basicamente na implantacdo de uma pequena sonda
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no tecido a ser estudado, que é continuamente irrigada com liquido de perfusao
compativel, mimetizando a fungdo de um capilar sanguineo. A porcao terminal da
sonda, que fica em contato direto com o 6érgdo, possui uma membrana
semipermeavel que obedece aos principios de difusdo passiva e que € mantida em
condicdo sink. O fluido de perfusdao, uma solucdo aquosa isosmotica ao liquido
intersticial (Ringer ou tampao fosfato), passa pela sonda a um fluxo baixo e
constante (0,1- 5 yL/min). Apenas moléculas de baixo peso molecular, ndo ligadas a
proteinas, presentes no fluido intersticial sofrem difusdo passiva pela membrana e
sao recolhidas na outra extremidade da sonda. O liquido recolhido é chamado de
dialisado e esta pronto para ser analisado, sem necessidade de processamento da
amostra (ZHOU & GALLO, 2005; CHAURASIA et al., 2007).

Como resultado da perfusdo continua da sonda, ndao ocorre equilibrio entre a
concentragdo do analito no tecido e no dialisado. Devido a condicdo sink
estabelecida, a concentracido do analito no dialisado representa uma fracdo da
concentracao livre presente no tecido. Portanto, para se determinar a real
concentracdo livre tecidual do analito € necessario conhecer a taxa de recuperacao
das sondas. Os testes de recuperacao sao realizados in vitro, para se escolher as
melhores condi¢gbes experimentais, e in vivo, antes dos experimentos, para permitir
o calculo das concentracgdes livres teciduais reais do analito (PLOCK & KLOFT,
2005; CHAURASIA et al., 2007).

A técnica de MD tem sido empregada em estudos de farmacocinética de uma
variedade de antineoplasicos utilizando diferentes modelos de tumor em animais
(ratos e camundongos) e em pacientes com tumores acessiveis para a inser¢ao da
sonda. A distribuicdo da temozolomida utilizando a MD foi investigada na presenca e
auséncia de um inibidor de angiogénese (TNP470) em modelo de glioma
subcutaneo que superexpressa o VEGF. A presenca do TNP470 levou a uma
reducdo de 25 % na area sob a curva da temozolomida no tumor, pois acredita-se
que a inibicdo da formagdo de vasos sanguineos que provoca a morte celular
também reduz a penetracdo do farmaco. Portanto, combinacdes usando inibidores
angiogénicos e farmacos citotéxicos devem ser melhor investigadas a fim de
poderem ser aplicadas efetivamente (DEVINENI et al., 1996).

Blochl-Daum e colaboradores (1996) foram os primeiros a avaliar a
farmacocinética da carboplatina no fluido extracelular de melanoma em humanos

usando a MD. Os resultados mostraram uma area sob a curva (ASC) no tumor de 50
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— 60 % do valor total plasmatico, o que destaca a importancia de monitorar as
concentracdes no tumor para se obter um tratamento mais efetivo.

Concentragdes mais baixas no tumor em relagdo ao plasma também foram
observadas para outros farmacos como a epirubicina em pacientes com cancer de
mama, onde a ASC no tumor foi de 11 % da ASC do plasma (total) (HUNZ et al.,
2007) e o metotrexato em modelo de tumor de mama em camundongos, onde a
distribuicdo do farmaco foi avaliada em duas regides do tumor (central e periférica) e
resultou em uma penetracdo de 20% no centro e 30% na periferia que pode ser
resultado da vascularizacdo heterogénea no tecido tumoral (SANI, 2009).
Considerando que a eficacia de um antitumoral depende da manutencdo de
concentragbes adequadas no tumor, conclui-se que dados de penetracido no tumor
podem ser mais preditivos e melhor correlacionados com o efeito do que as
concentracdes plasmaticas.

Estudos de farmacocinética do etoposideo utilizando MD ja foram relatados na
literatura para determinar concentracbes plasmaticas, através da colocagao da
sonda na veia jugular de ratos (NAIK & WILLIAMS, 1996) e macacos (PASTAKIA et
al., 2010). A MD também foi empregada para quantificar o etoposideo em figado de
ratos, apos administragdo local de uma matriz de colageno contendo etoposideo e
ciclosporina A (inibidor da glicoproteina-P). A inclusdo da ciclosporina A prolongou a
concentragdo do etoposideo no figado (SATO et al.,, 1996). Outros estudos
realizados por Burgio e colaboradores utilizaram a microdidlise cerebral para avaliar
a influéncia da glicoproteina-P na farmacocinética do etoposideo. Os estudos
mostraram que as concentragdes de etoposideo em dialisado do cérebro e sangue
aumentam quando o farmaco é administrado concomitantemente com a ciclosporina
A (BURGIO et al., 1996; BURGIO et al., 1998).

4. Etoposideo

O etoposideo (Figura 7), um derivado semi-sintético da podofilotoxina,
extraido da raiz do podofilo (Podophyllum peltatum ou Podophyllum emodi), foi
sintetizado pela primeira vez em 1960 e introduzido em estudos clinicos no inicio
dos anos 70. O farmaco é altamente soluvel em metanol e cloroférmio, ligeiramente
soluvel em etanol e moderadamente soluvel em agua. Portanto, formulagbes para
administragcdo intravenosa contém solventes orgénicos como alcool benzilico,
polietilenoglicol e etanol (ISSELL & CROOKE, 1979; SIRISANGTRAGUL, 2006).
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Figura 7. Estrutura quimica do etoposideo. A férmula quimica do etoposideo é
Ca9H32013 com um peso molecular de 588.56 g/mol.

O mecanismo de acado do etoposideo € explicado pela inibicdo da
topoisomerase I, induzindo a quebra do DNA (SLEVIN, 1991). E um farmaco
altamente efetivo e amplamente usado como quimioterapico curativo e paliativo
sozinho ou em associagdo para doengas malignas incluindo cancer de pulméo
(pequenas células) (YOU, 2008), leucemia (ERIKCI et al.,, 2009), linfoma
(TRANCHAND et al., 1999; MWANDA et al., 2009), sarcoma de Kaposi (TAS et al.,
2013), sarcoma de Ewing, neuroblastoma, carcinoma do ovario e cancer testicular.
Os efeitos adversos mais comuns incluem perda de cabelo, nausea, anorexia,
diarreia e mielossupressédo (SIRISANGTRAGUL, 2006).

A farmacocinética plasmatica apés dose intravenosa € descrita pelos modelos
de dois (EVANS et al.,, 1982; ARBUCK et al., 1986) ou trés compartimentos
(HOLTHUIS et al., 1986), com uma meia vida de 6-9 horas em humanos (EVANS et
al., 1982). Entre 33% e 66 % do farmaco € metabolizado (SLEVIN, 1991) e outros 26
a 53 % sao excretados de forma inalterada na urina (HOLTHUIS et al., 1986). O
farmaco € extensivamente ligado as proteinas plasmaticas, com uma alta
variabilidade entre os pacientes, dependendo da concentragdo de albumina (JOEL
et al., 1996).

O etoposideo possui atividade dependente do tempo de exposi¢cao conforme
demonstrada por SLEVIN e colaboradores (1989) que realizaram um estudo com 39
pacientes com cancer de pulmédo tratados com etoposideo na dose de 500 mg/m?
em infusdo intravenosa continua durante 24 horas, ou em doses diarias de 100

mg/m? repetidas por cinco dias, sendo observada uma taxa de resposta de 10% e
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89%, respectivamente. Portanto, os principais esquemas de administracio
intravenosa ou oral sdo baseados em doses variando de 50 a 200 mg/m?%/dia de 1 a
5 dias, repetidas em intervalos de 3 a 4 semanas, objetivando uma maior eficacia
antineoplasica (ISSELL & CROOKE, 1979; JOEL, 1996).

O etoposideo foi o farmaco modelo escolhido para a execugado deste
trabalho, pois ainda ndo ha estudos na literatura de penetracdo do mesmo em tumor
sélido utilizando a técnica de microdidlise, assim como também n&o ha modelos
PK/PD desenvolvidos que relacionam a concentracao livre do etoposideo no tumor

com o efeito.
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CAPITULO 1. HPLC-UV method for quantifying etoposide in plasma and tumor

interstitial fluid by microdialysis: Application to pharmacokinetic studies
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O capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo,
que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as

paginas 48 — 68.
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CAPITULO 2. Population Pharmacokinetic Modeling of Etoposide Concentrations in

Plasma and Tumor Tissue in Rats
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tratar-se de manuscrito a ser submetido para publicacdo em periédico cientifico. O

resumo do capitulo 2 esta presente na pagina seguinte.
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ABSTRACT

Purpose: The goals of the study were to evaluate by microdialysis etoposide (ETO)
free concentrations in two regions of Walker-256 solid tumor and to establish a
population pharmacokinetic (popPK) model to describe simultaneously free tumor
and total plasma concentrations.

Methods: Walker-256 tumor-bearing Wistar rats received ETO 10 mg/kg or 20 mg/kg
i.v. bolus. Center and periphery tumor extracellular concentrations were collected up
to 7 h using CMA/20 probes and blood samples via carotid artery cannulation.
Plasma and tumor concentration-time profiles were analyzed by non-compartmental
approach using WinNonlin® v. 5.3. PopPK modeling was conducted using MONOLIX
v.4.3.3.

Results: ETO tumor penetration was higher in the periphery (61 + 15 % and 61 + 29
%) than in tumor center (34 + 6 % and 28 + 11 %) following 10 and 20 mg/kg doses,
respectively (ANOVA, a=0.05). A 4-compartment model fitted ETO concentration-
time profiles in all sampling compartments. Body weight was an influential covariate
on Vi.

Conclusions: The center and periphery of W256 tumor are differently exposed to
ETO due to tumor heterogeneity. The developed popPK model allowed the fitting of
plasma and tumor concentrations and a better understanding of ETO distribution in

solid tumors.

Keywords: Etoposide, anticancer, microdialysis, drug tumor penetration, population

pharmacokinetics.
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growth inhibitory effect in Walker-256 tumor-bearing rat model using free
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resumo do capitulo 3 esta presente na pagina seguinte.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to establish a population PK/PD model linking
etoposide free tumor and total plasma concentrations to the inhibition of solid tumor
growth in rats. Walker-256 tumor cells were inoculated subcutaneously in the right
flank of Wistar rats, which were randomly divided in control and two treated groups
that received etoposide 5 or 10 mg/kg i.v. bolus every day for 8 and 4 days,
respectively, and tumor volume was monitored daily for 30 days. The plasma and
intratumoral concentrations-time profiles were obtained from a previous study and
were modeled by a four-compartment popPK model. PK/PD analysis was conducted
using MONOLIX v.4.3.3 on average data and by mean of a nonlinear mixed-effect
model. PK/PD data were analyzed using a modification of Simeoni TGl model by
introduction of an Emax function to take into account the concentration dependency of
Kovariable Parameter (variable potency). The Simeoni-Enax model was capable to fit
schedule-dependent antitumor effects using the tumor growth curves from the control
and two different administered schedules. The PK/PD model was capable of
describing the tumor growth inhibition using total plasma or free tumor
concentrations, resulting in higher komax (maximal potency) for free concentrations
(25.8 mL.ug'.day’ - intratumoral vs. 12.6 mL.ug".day’ total plasma). These
findings indicate that the plasma concentration may not be a good surrogate for
pharmacologically active free tumor concentrations, empathizing the importance of

knowing drug tumor penetration to choose the best antitumor therapy.

Keywords: etoposide, pharmacokinetics/pharmacodynamics, Walker-256 tumor,

cancer chemotherapy, tissue penetration, mathematical model
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DISCUSSAO GERAL






Nos ultimos anos, a industria farmacéutica e as agéncias regulatérias como
Food and Drug Administration (FDA) e European Medicine Agency (EMA) tém
aumentado o interesse pela modelagem PK/PD com o objetivo de aprovar
medicamentos cada vez mais seguros, aprimorar o delineamento de estudos pré-
clinicos e ensaios clinicos, além de verificar a validade dos dados ja existentes na
literatura.

Em oncologia, considerando que os antitumorais normalmente possuem uma
janela terapéutica estreita, a modelagem PK/PD pode ser aplicada na selegao de
posologias adequadas que aumentam a eficacia minimizando a toxicidade e no
delineamento das fases pré-clinica e clinicas I, Il e lll de forma mais eficiente.

A maioria dos modelos PK/PD desenvolvidos para antitumorais utilizam as
concentracdes plasmaticas totais do farmaco para descrever o efeito. Nesses
modelos assume-se que as concentracbes plasmaticas sdo adequadas para
descrever as concentragdes alcancadas no tumor, que € o tecido alvo de agao do
farmaco. No entanto, os tumores sélidos possuem um ambiente heterogéneo com
vascularizacdo anormal que limita a penetracao dos farmacos e, consequentemente,
as concentragcdes nesse tecido podem ser diferentes daquelas na circulacéo
sanguinea. Desse modo, a utilizagdo das concentracdes livres intratumorais é crucial
para prever o efeito de um farmaco antineoplasico no tratamento de tumores sdlidos,
apesar de os modelos PK/PD com essa abordagem serem ainda raros na literatura.

Atualmente a técnica mais recomendada para determinar as concentragdes
livres teciduais de farmacos € a microdialise. Nesse contexto, um dos objetivos do
trabalho foi investigar as concentragdes intratumorais do etoposideo em ratos
portadores de tumor de W256 empregando a técnica de microdialise. A microdiadlise
permite acessar as concentragdes livres intersticiais do farmaco no tumor,
permitindo um melhor entendimento de sua distribuicdo no tumor sdlido. Estudos
avaliando a concentragao intratumoral do etoposideo empregando a microdialise
ainda nao foram descritos na literatura.

Para executar os experimentos de penetracdo tecidual do etoposideo e
avaliacao de sua farmacocinética plasmatica e tecidual, foi necessario desenvolver e
validar metodologia analitica para a quantificagdo do farmaco em plasma e
microdialisado tumoral. As amostras de microdialisado e plasma foram quantificadas
utilizando o mesmo método bioanalitico por CLAE-UV, validado de acordo com
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guidelines internacionais. Os resultados dessa etapa do trabalho fazem parte do
artigo cientifico publicado no periédico Biomedical Chromatography (v. 29; p. 529—
536; 2015. doi: 10.1002/bmc.3308) e foram apresentados no Capitulo 1.

Os estudos de farmacocinética plasmatica e tecidual do etoposideo em ratos
Wistar portadores de tumor subcutaneo W256 foram realizados utilizando-se duas
dose do farmaco, 10 e 20 mg/kg, administradas como dose unica i.v. bolus.
Previamente aos experimentos de microdialise do etoposideo no tumor foi
necessario avaliar a recuperagcao das sondas CMA/20 em condicdes in vitro € in
vivo. Os resultados mostraram que a recuperacao relativa do etoposideo nao é
concentracdo dependente e que é independente do método de recuperacao utilizado
(dialise ou retrodialise), sendo apenas depende do fluxo de perfusdo. A recuperagao
in vivo das sondas (24.66 * 3.64%) foi inferior a recuperacao in vitro (40.37 + 2.4 %)
como ja relatado previamente pelo grupo (HURTADO et al., 2014) e por outros
autores para antitumorais diversos (EKSTROM et al., 1996; KONINGS et al., 2009).

Os resultados da avaliagao farmacocinética ndo-compartimental dos perfis de
concentracdo plasmatica do etoposideo mostraram que os paradmetros como
clearance, volume de distribuicdo, tempo de residéncia média e meia-vida nao
apresentaram diferenca significativa nas doses de 10 e 20 mg/kg (p > 0,05)
(Capitulo 2, Tabela 2), indicando que a farmacocinética plasmatica do etoposideo é
linear na faixa de doses investigada.

A penetragao do etoposideo foi avaliada em duas regides do tumor sélido de
W256 - centro e periferia — visando investigar se a distribuicdo do farmaco diferia
devido a heterogeneidade do tecido tumoral. A penetragado do etoposideo no tumor
foi estatisticamente semelhante para as duas doses administradas, mas
significativamente diferente entre as regides do tumor avaliadas, resultando em
penetracao de 61 £ 15 % e 61 £ 29 % na periferiae 34 £ 6 % e 28 + 11 % no centro
do tumor, apds as doses iv bolus de 10 e 20 mg/kg, respectivamente (ANOVA, a =
0.05). Embora a penetracédo nao tenha sido diferente para as doses avaliadas, as
ASCs do etoposideo nas duas regides do tumor ndo aumentaram proporcionalmente
com o aumento da dose, indicando que a penetragao intratumoral do farmaco nao é
linear. Essa saturacédo da penetracido pode ser devida a alta densidade de células no
tumor, funcionando como uma barreira para a penetragdo do farmaco (BRU et al.,
2003; COLIN et al., 2014).
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A menor penetracdo do etoposideo no centro do tumor, com prolongamento
da meia-vida de eliminagéo (8,84 + 1,64 h and 6,26 + 2,01 h) em relagcéo a periferia
(2,30 £ 0,88 h and 2,48 + 1,16 h) para ambas as doses de 10 e 20 mg/kg, pode ser
justificada pelas areas de necrose observadas na analise histopatolégica (Capitulo
2, Figura 1), que podem levar ao aumento de pressao intersticial impedindo a
difusdo do farmaco. A vascularizagdo irregular e a heterogeneidade do tecido
tumoral sdo fatores determinantes para a penetragdo irregular de farmacos
antineoplasicos. A implantacdo de duas sondas de microdialise em um unico tumor
permitiu a avaliacao dessas diferencas.

Apos analise nao-compartimental, os dados obtidos na avaliagao
farmacocinética do etoposideo foram utilizados no desenvolvimento de modelo
farmacocinético populacional (poPK) com o objetivo de descrever simultaneamente
as concentragdes do farmaco no plasma e nas duas regides do tumor. O modelo de
4 compartimentos compreendendo distribuicdo saturavel (cinética de Michaelis-
Menten) nos compartimentos tumorais a partir do compartimento central e
eliminagcao de primeira ordem foi 0 mais adequado para modelar simultaneamente
os trés perfis de concentragao-tempo do etoposideo (Capitulo 2, Figuras 3 e 4). O
modelo popPK desenvolvido nesta etapa do trabalho pode ser aplicado na
construcdo de modelos PK/PD para o etoposideo, simulando concentragdes
plasmaticas e intratumorais do farmaco para outras doses néo investigadas.

A etapa seguinte do projeto envolveu a realizacdo dos experimentos de
farmacodindmica do etoposideo. A avaliagao do efeito antitumoral do etoposideo foi
conduzida através da medida do tumor de W256 em ratos Wistar ndo tratados e
tratados que receberam etoposideo pela via iv bolus em dois esquemas posoldgicos:
5 mg/kg/d durante 8 dias ou 10 mg/kg/d durante 4 dias. O volume dos tumores foi
monitorado diariamente durante 30 dias. O tratamento com dose mais baixa por
tempo mais prolongado (5 mg/kg-8d) foi mais efetivo do que o regime utilizando
dose mais alta do antineoplasico por um periodo menor (10 mg/kg-4d), apesar da
mesma dose total (40 mg/kg) ter sido utilizada, demonstrando que o etoposideo
apresenta efeito antitumoral dependente do regime de administracdo. Essa
dependéncia corrobora com o que é descrito na literatura para o etoposideo na
clinica (SLEVIN et al., 1989; LIU & JOEL, 2003). O efeito dependente do regime de
administragao para farmacos inibidores da topoisomerase Il como o etoposideo tem
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sido relacionado a atividade variavel da topoisomerase Il durante o ciclo celular e
também ao fato do farmaco ser eliminado rapidamente do organismo (tratamentos
curtos), permitindo o reparo do DNA das células tumorais. Dessa forma, tratamentos
prolongados sdo mais efetivos contra as células tumorais (HANDE, 1996; JOEL &
SLEVIN, 1994).

Esses dados foram utilizados para o desenvolvimento de um modelo
populacional PK/PD para descrever o efeito temporal do etoposideo no crescimento
do tumor W256 no qual os perfis de concentragcao-tempo no plasma e periferia do
tumor foram descritos usando o modelo popPK previamente desenvolvido. Para a
modelagem PK/PD foram utilizadas somente as concentragdes livres teciduais na
periferia do tumor, pois esta regido apresentou uma maior densidade de células
tumorais viaveis, sendo a regido de interesse para a agao do farmaco.

Para desenvolver o modelo PK/PD utilizou-se como base o modelo de
Simeoni TGl descrito previamente na literatura (SIMEONI et al., 2004), que € o
modelo mais popular presente na literatura para descrever a inibicao do crescimento
tumoral in vivo. O modelo foi modificado através da introdugdo de uma fungédo Enax
inibitéria permitindo descrever o efeito antitumoral dependente do regime de
administracao do farmaco utilizando tanto concentragdes plasmaticas totais ou livres
intratumorais.

No modelo Simeoni TGl original, a redu¢ao na taxa de crescimento do tumor
causada pelo farmaco, ou seja, o efeito é diretamente proporcional a concentragao
do farmaco por meio de um fator de proporcionalidade denominado k», que descreve
a poténcia deste farmaco. No presente trabalho, no entanto, essa relacédo nao é
valida, pois foi observado que o efeito do etoposideo é dependente do regime de
administracao, resultando em uma poténcia variavel (Kavariaver). Dessa forma, o efeito
€ proporcional a concentragcdo do farmaco por meio de um fator de
proporcionalidade kayariavel, ONde quanto maior a concentracdo, menor a poténcia do
composto. Através do modelo Simeoni TGI-Enax, foi possivel explicar o menor efeito
obtido quando o regime de 10 mg/kg-4d foi administrado comparado-se ao regime
de 5 mg/kg—8d.

Além disso, a modelagem resultou em um maior komax (poténcia maxima)
quando as concentragdes livres intratumorais foram utilizadas (25,8 mL.ug”.dia™)
em comparagdo com as concentragdes plasmaticas totais (12,6 mL.ug™.dia” ). O
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maior komax determinado com as concentracdes livres intratumorais deve-se a
exposicao do etoposideo livre no tumor ser 82% menor do que a exposicao
plasmatica total. Essa diferenga no komax dependendo do input PK mostra que as
concentracdes totais plasmaticas podem nao ser adequadas para substituir as
concentragdes livres no tumor. Quando candidatos a antitumorais sdo comparados
utilizando as concentragdes plasmaticas como input PK, o modelo PK/PD pode
prever uma poténcia equivocada se esses candidatos possuirem uma diferenca
relevante na penetracdo tumoral, levando a seleg¢ao inadequada do composto mais
promissor.

Os resultados obtidos nesta tese mostram que o modelo populacional PK/PD
Simeoni TGI-Enax descreveu adequadamente o efeito dependente do regime de
administracao do etoposideo utilizando concentracbes plasmaticas totais e livres
intratumorais obtidas em modelo de tumor W256 em ratos Wistar. Os resultados
sugerem que 0 uso das concentragdes livres no tumor como input PK para a
modelagem PK/PD pode proporcionar um melhor entendimento da relagao
farmacocinética e farmacodinamica e das razdes da ineficacia dos farmacos do que
os modelos PK/PD tradicionais, que sdao baseados nas concentragdes plasmaticas

totais.
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CONCLUSOES






. A metodologia bioanalitica por HPLC/UV desenvolvida e validada mostrou-se
adequada para a quantificacdo do etoposideo nas amostras de plasma e
microdialisado de tumor, podendo ser aplicada para investigagdo farmacocinética do

farmaco;

. O estudo de microdialise possibilitou mostrar que a penetragao do etoposideo
no tumor de W256 de ratos &€ maior na periferia do que no centro do tumor,

permitindo um melhor entendimento da distribui¢cao intratumoral do farmaco;

. O modelo popPK desenvolvido permitiu modelar simultaneamente as
concentragbes plasmaticas totais livres intersticiais do etoposideo nas regides
periférica e central do tumor, podendo ser utilizado para simular concentracdes

intratumorais do farmaco para doses ndo investigadas;

. O modelo PK/PD populacional Simeoni TGI-Enax mostrou-se adequado para
descrever o efeito antitumoral do etoposideo dependente do regime de
administracdo, utilizando tanto concentracbes plasmaticas totais quanto

concentragodes livres intersticiais na periferia do tumor.
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