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Phosphatidylcholine bilayers trigger the degradation of licofelone

As bicamadas de fosfatidilcolina induzem a degradagdo do licofelone
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Abstract

This is the first report, to the best of our knowledge, on the degradation of licofelone, a dual cyclooxygenase-
lipoxygenase inhibitor under development, in phosphatidylcholine bilayers. With the objective of characterizing
licofelone-phosphatidylcholine interactions to understand its better gastric tolerability over conventional
nonsteroidal anti-inflammatory drugs, our preliminary data showed that the lower the pH, the higher the rate and
extent of licofelone degradation in the presence of phosphatidylcholine liposomes. The lipid concentration was
another critical factor influencing the rate and extent of licofelone degradation, suggesting that phosphatidylcholine
bilayers may act as a catalyst. These data highlight the need of considering lipids in drug development to better
predict the drug pharmacokinetics prior to clinical evaluation.
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Resumo

Este trabalho demonstra pela primeira vez, segundo julgamos saber, a degradacao do licofelone, um inibidor duplo
da cicloxigenase e da lipoxigenase em desenvolvimento, em bicamadas de fosfatidilcolina. Com o objetivo de
caracterizar as interacdes do licofelone com a fosfatidilcolina para melhor entender a sua melhor tolerabilidade
gastrica em relagdo aos anti-inflamatérios nao esteroides convencionais, os resultados preliminares obtidos
demonstraram que quanto menor o pH, maior a velocidade e a extensdo da degradacao do licofelone na presenga
de lipossomas de fosfatidilcolina. A concentragdo lipidica foi outro fator determinante quanto a velocidade e a
extensdo da degradagdo deste farmaco, sugerindo que as bicamadas de fosfatidilcolina poderdo atuar como um
catalisador. Estes resultados destacam a necessidade de considerar os lipidos durante o desenvolvimento de novos
farmacos para melhor predizer as suas propriedades farmacocinéticas antes da avaliacdo clinica.

Palavras-chave: Medicamentos anti-inflamatérios, inibidores duplos COX-LOX, lipossomas, espectrofotometria
UV-Vis
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Introduction

Licofelone (Figure 1) is a drug under development,
considered as one of the most promising dual inhibi-
tors of cyclooxygenase (COX) and 5-lipoxygenase (5-
LOX). This compound was developed as alternative to
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) to im-
prove their safety profile through the additional inhibi-
tion of 5-LOX (1). According to cell-based studies and
animal tests, licofelone is a potent inhibitor of COX-1,
microsomal prostaglandin E2 synthase-1 (mPGES-1),
and 5-LOX, reducing the eicosanoid biosynthesis from
both pathways. The drug directly inhibits COX-1 and
mPGES-1 but it causes the reduction of 5-LOX prod-
ucts by interfering with FLAP (the 5-LOX activating
protein) (2-4). The additional inhibition of 5-LOX is
an important advantage of licofelone in comparison
to NSAIDs, as it causes the reduction of LTB, and
cysteinyl-leukotrienes (CysLTs) levels, which are im-
portant mediators of leukoattraction and broncho- and
vasocontriction (respectively). High levels of these
leukotrienes, which are observed upon NSAIDs admin-
istration, play an important role in the gastrointestinal
(GI) toxicity induced by nonselective NSAIDs. (1, 5)
Thus, the dual inhibition of COX and 5-LOX cascade
may maintain the efficacy and improve the tolerability
of this anti-inflammatory therapy.

Introducao

O licofelone (Figura 1) é um farmaco em desenvolvi-
mento muito promissor na categoria dos inibidores du-
plos da cicloxigenase (COX) e da 5S-lipoxigenase (5-
LOX). Este composto foi desenvolvido para ser uma
alternativa mais segura aos anti-inflamatdrios ndo es-
teroides (AINESs), conseguida através da inibi¢do adi-
cional da 5-LOX (1). De acordo com estudos celulares
e testes animais, o licofelone é um inibidor potente da
COX-1, da sintetase microssomal da prostaglandina E
(mPGES-1) e da 5-LOX, causando a reducdo da bios-
sintese de eicosanoides provenientes das duas vias (2-
4). A inibi¢éo adicional da 5-LOX ¢ uma vantagem im-
portante do licofelone em comparagdo com os AINEs,
ja que causa a redugdo dos niveis de LTB, e dos cistei-
nil-leucotrienos, os quais sdo importantes mediadores
da atragdo leucocitaria ¢ da bronco e vasoconstricdo
(respetivamente). Elevados niveis destes leucotrienos
sdo induzidos pela administragdo de AINEs e desempe-
nham um papel importante na ocorréncia de toxicidade
gastrointestinal (GI) causada pelos AINEs nao seletivos
(1,5). Assim sendo, € provavel que a inibigdo dupla da
COX e da 5-LOX possam manter a eficacia e melhorar
a seguranca da terapia anti-inflamatoria.

Figure 1/ Figura 1 - Structural formula of licofelone/
Formula estrutural do licofelone.
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Preclinical and clinical studies have been supporting
such hypothesis. Animal studies have proven licofelone
efficacy as an anti-inflammatory, analgesic, antipyretic,
antiplatelet, antiasthmatic, and antiarthritic agent (1, 6).
Preclinical studies have also indicated that licofelone is
better tolerated in the GI tract and cardiovascular (CV)
system than NSAIDs (7-9). Thus, licofelone has entered
clinical trials for the treatment of osteoarthritis. Phase
II and III published data suggested that licofelone is at
least as effective as commercial NSAIDs, with an im-
proved GI and CV safety profile (1, 10). Despite such
favorable results, licofelone has not yet entered the
market.

Various studies have been demonstrated that the gas-
tric toxicity of nonselective NSAIDs may be related
to their actions on the protective phospholipid layers
of the gastric mucosa, particularly by the alteration of
their biophysical properties (11-14). Thus, the objec-
tive of this work is to study the licofelone interactions
with phospholipid bilayers to better understand its im-
proved gastric tolerability. 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DMPC) liposomes were used as
model systems, since phosphatidylcholine is the main
phospholipid of the human gastric mucosa (15) and it is
in the fluid phase at physiological temperature (37 °C),
as most phospholipids found in vivo. Moreover, the pH
gradient found in the gastric mucosa, from the gastric
lumen (pH ~2) to the epithelial cells (pH ~7) (16), was
also considered. Thus, experiments were designed to be
performed at pH 3.0, 5.0, and 7.4 to clarify the impact
of media pH on licofelone-DMPC interactions.

Material and Methods

Materials

Licofelone [Cayman Chemical (Ann Arbor, MI)];
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC)
[Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL)]; dimeth-
yl sulfoxide (DMSO), Trizma® base, acetic acid [Sig-
ma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)]; formic acid [Merck
& Co. (Kenilworth, NJ)]; methanol and chloroform
[VWR International S.A.S. (Fontenais-sous-Bois,
France)] were analytical grade or higher and used with-
out further purification.

Formic acid, acetic acid, or Trizma® base were dis-

Licofelone degradation in DMPC bilayers
Degradagao do licofelone em bicamadas de DMPC

De facto, ensaios pré-clinicos e clinicos tém suportado
a hipotese supracitada. Estudos em animais demonstra-
ram a eficécia do licofelone como agente anti-inflamato-
rio, analgésico, antipirético, antiagregante plaquetario,
antiasmatico e antiartritico (1,6). Estudos pré-clinicos
também indicaram que o licofelone ¢ melhor tolerado
no trato GI e no sistema cardiovascular (CV) que os Al-
NEs (7-9). Com base nestes resultados, o licofelone en-
trou em ensaios clinicos para o tratamento da osteoar-
trite. Os escassos dados que foram publicados quanto
a fase II e III destes ensaios clinicos sugeriam que o
licofelone € pelo menos tio eficaz como os AINEs, mas
com um perfil de seguranga GI e CV superior (1,10).
Apesar destes resultados favoraveis, o licofelone nao
foi comercializado até ao momento.

Tem vindo a ser demonstrado em varios estudos cien-
tificos que a toxicidade gastrica induzida pelos AINEs
nao seletivos esta relacionada com os efeitos destes far-
macos nas camadas protetoras de fosfolipidos da mu-
cosa gastrica, particularmente através da alteragdo das
propriedades biofisicas destas camadas (11-14). Neste
sentido, neste estudo pretende-se estudar as interacdes
do licofelone com bicamadas fosfolipidicas para clarifi-
car os mecanismos inerentes a sua melhor tolerabilidade
gastrica. Lipossomas constituidos por 1,2-dimiristoil-
-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) foram utilizados
como sistemas miméticos, ja que a fosfatidilcolina ¢ o
fosfolipido mais abundante da mucosa gastrica humana
(15) e, tal como a maioria dos fosfolipidos encontrados
in vivo, esta na fase fluida a temperatura fisiologica (37
°C). O gradiente de pH existente na mucosa gastrica,
desde o limen gastrico (pH ~2) até as células epiteliais
(pH ~7) (16), também foi considerado, ja que as ex-
periéncias foram desenhadas para avaliar a interacao
licofelone-DMPC a pH 3,0, 5,0 ¢ 7.,4.

Material e Métodos

Materiais

Licofelone [Cayman Chemical (Ann Arbor, MI)];
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina  (DMPC)
[Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL)]; dimetil sul-
foxido (DMSO), Trizma® base, acido acético [Sigma-
-Aldrich Co. (St. Louis, MO)]; acido formico [Merck
& Co. (Kenilworth, NJ)]; metanol e cloroformio [VWR
International S.A.S. (Fontenais-sous-Bois, France)] fo-
ram obtidos pelo menos com pureza analitica e foram
usados sem processos de purifica¢do adicionais.

O 4acido formico, o acido acético ou o Trizma® base
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solved in Milli-Q water to prepare formate (10 mM, pH
3.0), acetate (10 mM, pH 5.0), or Tris HCI (10 mM, pH
7.4) buffer. The pH of buffered solutions was adjusted
with NaOH or HCl solutions (1 M).

Preparation of liposomes

Large unilamellar vesicles (LUVs) of DMPC were pre-
pared by the lipid film hydration method followed by
extrusion. Briefly, a lipid film was formed by evaporat-
ing the organic solvents to dryness, which was then hy-
drated with the appropriate buffer to yield multilamellar
vesicles (MLVs). LUVs of DMPC were finally obtained
by the extrusion of the previously obtained MLVs. Pro-
cedural details have been previously published (13).

Kinetic studies by UV-Vis spectrophotometry

The stability of licofelone was evaluated by tempera-
ture-controlled UV-Vis spectrophotometry. Increasing
concentrations of DMPC LUVs (0 — 1,000 uM) were
tested at pH 3.0, 5.0, and 7.4. An aliquot of a stock so-
lution of licofelone in DMSO was added to a cuvette
filled with buffered DMPC LUVs at 37.0 (£ 0.5) °C
and time was started. The temperature of the experi-
ment was kept constant by using a thermostatted cell
holder coupled with a circulating water bath. The final
licofelone concentration and the final amount of DMSO
were 15 uM and 1% (v/v) in all cases, respectively. Ab-
sorption spectra (220 - 400 nm) were acquired at 37.0
(= 0.5) °C under magnetic stirring at different time in-
tervals in a UV/Vis spectrophotometer (Jasco V-660).

Prediction of pK  and log D values

The acidity dissociation constant (pK ) and the
octanol:water log D (log D, ) of licofelone were pre-
dicted using MarvinSketch calculator from Chemaxon.
The pK value was calculated using the pK plugin while
the logD plugin considering the consensus method was
used to determine the log D, , of licofelone at pH 3.0,
5.0, and 7.4.

Results

The study of licofelone-DMPC interactions was initiat-
ed by the determination of the drug partition coefficient
between the buffered medium and the lipid phase by
derivative spectrophotometry. This experiment consists
of acquiring the absorption spectra of licofelone with
increasing concentrations of DMPC liposomes after an
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foram dissolvidos em agua Milli-Q para preparar as
solugdes tampao de formato (10 mM, pH 3,0), acetato
(10 mM, pH 5,0) ou Tris HCI (10 mM, pH 7,4). O pH
destes tampoes foi ajustado com solugoes de NaOH ou
HCI1 (1 M).

Preparacdo de lipossomas

Vesiculas unilamelares grandes (LUVs) de DMPC fo-
ram preparadas através do método de hidratagdo do
filme lipidico seguido de extrusdo. Sucintamente, pre-
parou-se um filme lipidico através da evaporagdo de
solventes organicos, o qual foi posteriormente hidrata-
do com o tampdo apropriado para se obterem vesiculas
multilamelares (MLVs). Os LUVs de DMPC foram fi-
nalmente obtidos pela extrusdo da suspensdo de MLVs.
Os detalhes deste procedimento foram previamente pu-
blicados (13).

Estudos cinéticos por espectrofotometria UV-Vis

A estabilidade do licofelone foi avaliada por medidas
de espectrofotometria UV/Vis realizadas a temperatu-
ra controlada. Concentragdes crescentes de LUVs de
DMPC (0 - 1000 uM) foram testadas a pH 3,0, 5,0 ¢ 7,4.
Uma aliquota de uma solugao de licofelone em DMSO
foi adicionada a cuvete contendo LUVs de DMPC a
37.0 (= 0.5) °C e o registo do tempo foi iniciado. Ao
longo da experiéncia, a temperatura foi controlada pelo
recurso a um suporte de cuvete termostatizado através
da circulagdo de agua aquecida. A concentracdo de li-
cofelone testada foi 15 pM e a quantidade de DMSO
foi 1% (v/v) em todos os casos. Espectros de absor¢ao
(220 - 400 nm) foram recolhidos a 37.0 (= 0.5) °C com
agitacdo magnética em diferentes intervalos de tempo,
usando um espectrofotometro UV/Vis (Jasco V-660).

Determinagdo dos valores de pK e log D

A constante de dissocia¢do acida (pK) e o log D
octanol:agua (log D, ,) do licofelone foram determina-
dos pelo recurso ao programa MarvinSketch calculator
da Chemaxon. O valor de pK_foi calculado utilizando
o pK  plugin. Ja o logD plugin considerando o método
consensos foi utilizado para determinado o log D, do
licofelone a pH 3,0, 5,0 ¢ 7.,4.

Resultados

O estudo das interacoes licofelone-DMPC iniciou-se
pela determinacao do coeficiente de partilha do farmaco
entre 0 meio aquoso e a fase lipidica por espectrofoto-
metria derivativa. Esta experiéncia consiste em adquirir
os espectros de absor¢ao do licofelone na presenca de
concentracdes crescentes de lipossomas de DMPC apos



incubation period (13, 17). Remarkable differences in
the licofelone spectrum for the same DMPC concen-
trations at pH 7.4 or at pH 3.0 caught our attention and
hampered the completion of the partition coefficient
study. Thus, the licofelone stability was evaluated over
time (0 to 150 min) at pH 3.0 in the presence of the
smallest DMPC concentration (100 uM) used in de-
rivative spectrophotometry experiments (Figure 2A).
Licofelone was not stable at pH 3.0 in the presence of
DMPC liposomes, since the well-defined absorption
peaks of licofelone at 249 and 281 nm decreased in in-
tensity and a new absorption band appeared around 325
nm over time (arrows, Figure 2A). The same spectral
alterations were observed when other DMPC concen-
trations were tested (200, 500, and 1,000 uM). How-
ever, the absorbance variation at 281 and 325 nm, ex-
pressed as A /A-1, where A is the initial absorbance
of licofelone (t = 0 min), was dependent on the DMPC
concentration (Figure 2B). As DMPC concentration in-
creased, the spectral alterations occurred later and to a
lesser extent.
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um periodo de incubagdo (13,17). Diferencas notaveis
no espectro de absor¢do do licofelone, para as mesmas
concentragdes de DMPC a pH 7,4 ou pH 3,0, chamaram
a nossa atencao e impediram a conclusao do estudo do
coeficiente de partilha. Assim, a estabilidade do licofe-
lone foi avaliada ao longo do tempo (0 a 150 min) a pH
3,0 na presenca da menor concentragdo de DMPC (100
uM) usada nos ensaios de espectrofotometria derivativa
(Figura 2A). A degradagao do licofelone a pH 3,0 na
presenca de lipossomas de DMPC foi notdria, ja que os
picos de absorcao do licofelone (249 e 281 nm) dimi-
nuiram de intensidade e uma nova banda de absorgao
apareceu a cerca de 325 nm ao longo do tempo (setas,
Figura 2A). As mesmas alteragdes espectrais foram ob-
servadas quando outras concentragdes de DMPC foram
testadas (200, 500 e 1000 uM). No entanto, a variacdo
da absorvéncia a 281 € 325 nm, expressa em A /A-1
em que A ¢ a absorvéncia inicial de licofelone (t = 0
min), dependia da concentragdo de DMPC (Figura 2B).
A medida que a concentragio de DMPC aumentava, as
alteracdes espectrais ocorreriam mais tarde e em menor
extensao.
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Figure 2/ Figura 2 - (A) Absorbance spectra of licofelone at pH 3.0 in the presence of
DMPC LUVs (100 uM) as a function of time (0 - 150 min). Arrows highlight the main
spectral alterations over time. (B) Licofelone absorbance variation, expressed as AO/A-1,
at 281 nm (upper graph) and 325 nm (lower graph), at pH 3.0 as a function of time and
DMPC concentration [100 (i.lM (black), 200 uM (dark gray); 500 uM (gray); 1000 uM

(light gray)]/ (A) Espectro
DMPC (100 pM) em

e absor¢ao do licofelone a pH 3,0 na presenca de LUVs de
ncao do tempo (0 - 150 min). As setas realgam as alteracdes espec-

trais principais ao longo do tempo. (B) Variagdo da absorvéncia do licofelone, expressa
como A0/A-1, a 281 nm (painel superior) e a 325 nm (painel inferior) a pH 3,0 em funcao
do tempo e da concentragcao de DMPC [100 uM (preto), 200 uM (cinzento escuro); 500
UM (cinzento); 1000 uM (cinzento claro)].
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Licofelone stability was similarly evaluated at pH 5.0
and 7.4 (Figure 3). At pH 5.0, the bathochromic shift
observed at pH 3.0 over time was also verified (Figure
3A). It is notable that, for the same DMPC concentra-
tions, the time-lag before spectral changes (t,,) was
longer at pH 5.0 than at pH 3.0. Moreover, the extent of
licofelone degradation, expressed as the maximum var-
iation of licofelone absorbance [(A /A-1) 1, was low-
er at pH 5.0 than at pH 3.0 (Figure 4B). Furthermore,
the licofelone degradation was also dependent on the
DMPC concentration, since b increased and (A /A-1)
o decreased by increasing DMPC concentration at pH
3.0 and 5.0 (Figure 4).

At pH 7.4, no spectral alterations were observed for at
least two hours with all DMPC concentrations tested
(Figure 3B). It is noteworthy that licofelone degra-
dation occurred within 30 minutes at pH 3.0 (Figure
2B), while it was not observed for four hours at pH 7.4
(Figure 3B) with the smallest DMPC concentration
tested. Moreover, licofelone was stable in the absence
of DMPC LUVs at pH 7.4 for 150 minutes. Due to solu-
bility restrictions of licofelone in acidic media, the drug
stability at pH 5.0 and 3.0 without liposomes could not
be evaluated.
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A estabilidade do licofelone foi avaliada de forma se-
melhante a pH 5,0 e 7,4. A pH 5,0 também se verificou
o desvio batocromico observado a pH 3,0 ao longo do
tempo (Figura 3A). E importante ressaltar que, para as
mesmas concentragdes de DMPC, o intervalo de tempo
decorrido antes das alteragdes espectrais se verificarem
(t,,) foi superior a pH 5,0 do que a pH 3,0. Mais ainda, a
extensdo da degradacdo do licofelone, expressa como a
variagdo maxima da absorvéncia do licofelone [(A /A-
1), .J, foi inferior a pH 5,0 do que a pH 3,0 (Figura
4B). Além disso, a degradagdo do licofelone também
foi dependente da concentragao de DMPC, ja que o to
aumentou e (A /A-1)  diminuiu a medida que a con-
centragdo de DMPC aumentou a pH 3,0 e 5,0 (Figura
4).

A pH 7.4 ndo foram observadas alteragcdes espectrais
durante pelo menos 2 h independentemente da concen-
tragio de DMPC testada (Figura 3B). E de notar que,
para a menor concentragdo de DMPC testada, a degra-
dac¢do do licofelone ocorreu ao fim de 30 min a pH 3,0
(Figura 2B), mas nao foi observada durante 4 h a pH 7,4
(Figura 3B). Além disso, ndo se verificou a degradagao
do licofelone na auséncia de LUVs de DMPC a pH 7,4
durante 150 min. Devido as restricdes de solubilidade
do licofelone em meio acido, ndo foi possivel avaliar
a estabilidade do farmaco na auséncia de lipossomas a
pH 5,0e3.,0
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ance for results at pH 7.4./ Variagdo da absorvéncia do licofelone a 281 nm (painel superior) e
a 325 nm (painel inferior) e a pH 5,0 (A) ou 7,4 (B) em fungdo do tempo e da concentracdo de

DMPC [0 uM (branco), 100
UM (cinzento claro)]. Para

fHM (preto? 200 uM (cinzento escuro); 500 uM (cinzento); 1000
cilitar a leitura, a varia¢do da absorvéncia esta expressa como

AO0/A-1 para os dados a pH 5,0 e como absorvéncia para os resultados a pH 7,4.
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Figure 4/ Figura 4 - (A) Time-lag (tlag) before initiation of licofelone degradation as a
function of DMPC concentration and pH. (B) Maximum variation of licofelone absorbance,
expressed as (AO/A-1)max, at 281 nm (ugyper graph) and 325 nm (lower graph) as a func-

tion of DMPC concentration and pH./ (A

Tempo de atraso (tlag) antes do inicio da degra-

dacdo do licofelone em fungao da concentracdo de DMPC e do pH. (B) Variagdo maxima da
absorvéncia do licofelone, expressa como (A0/A-1)max, a 281 nm (painel superior) e a 325
nm (painel inferior) em func¢do da concentragdo de DMPC e do pH.

Discussion

Biological membranes play key roles in diverse physi-
ological and pathophysiological processes. Studies on
understanding their structure and function, as well as
their interactions with biological substances and xeno-
biotics have been increasing more and more in the last
decades (18-20). In the context of medicinal chemistry,
the evaluation of drug-membrane interactions is a valu-
able approach to fully understand the mechanisms of
action and toxicity of biologically-active compounds
(19, 20). These studies are particularly relevant for
anti-inflammatory drugs as their efficacy and toxicity
seem to be directly related to the drugs interaction with
membrane lipids and proteins (11, 14, 21). Despite the
information collected in the last decades, studies on
drug-membrane interactions are often disregarded in
drug discovery but they seem to be a promising strategy
to improve the success rate of this laborious process, as
previously suggested elsewhere (22, 23).

In this context, this study aimed at evaluating the in-
teractions of a drug candidate (licofelone) with a mem-
brane model made of a phosphatidylcholine (DMPC).
In the first attempt to characterize these interactions,
the data collected showed not only that licofelone is de-
graded in the presence of DMPC bilayers, but also that
the rate and extent of degradation is dependent on pH
and DMPC concentration.

Licofelone is an acidic drug and its pH-dependent deg-
radation may be related to the drug ionization states.

Discussao

As membranas bioldgicas desempenham um papel pre-
ponderante em diversos processos fisiologicos e pato-
fisiologicos. Estudos quanto ao entendimento da sua
estrutura e fungdo, assim como das suas interagdes com
substancias biologicas e xenobidticos tém aumentado
mais e mais nas ultimas décadas (18-20). No contexto
da quimica medicinal, a avaliagdo das interagdes farma-
co-membrana ¢ uma estratégia valiosa para descrever
na totalidade o mecanismo de agdo e de toxicidade de
compostos bioativos (19,20). Estes estudos sdo parti-
cularmente relevantes para farmacos anti-inflamatorios
j& que a sua eficacia e toxicidade parecem estar dire-
tamente relacionadas com a interacdo destes farma-
cos com lipidos e proteinas membranares (11,14,21).
Apesar da informagdo recolhida nas ultimas décadas,
os estudos de interagdo farmaco-membrana sdo ainda
regularmente desconsiderados durante o desenvolvi-
mento de novos farmacos. No entanto, estes parecem
constituir uma estratégia interessante a adotar para me-
lhorar a taxa de sucesso deste longo processo, tal como
se sugeriu anteriormente (22,23).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo ava-
liar as interagdes de um farmaco em desenvolvimento
(licofelone) com um modelo de membrana constituido
por uma fosfatidilcolina (DMPC). Na primeira tentati-
va para caraterizar estas interagdes, os resultados ob-
tidos demonstraram que o licofelone ¢ degradado na
presenca de bicamadas de DMPC e que a velocidade e

229



Catarina Pereira-Leite ef al

The acidity dissociation constant (pK ) of licofelone is
4.8, according to MarvinSketch calculator (Chemaxon).
Licofelone degradation was faster and more extensive
at lower pH values, at which the protonated form of li-
cofelone was present. In turn, no spectral changes were
observed for at least two hours at pH 7.4, at which the
deprotonated and charged form of licofelone prevails.
Therefore, it is conceivable that the neutral form of li-
cofelone was the microspecies undergoing degradation.
Licofelone degradation was also dependent on DMPC
concentration. Interestingly, it was faster and in larger
extent for lower DMPC concentrations. Predictions of
the octanol:water log D (log D, ,,) of licofelone suggest-
ed that this drug may have high affinity for phosphati-
dylcholine bilayers, since calculated log D, was 5.72,
5.32,and 3.15 for pH 3.0, 5.0, and 7.4 (respectively) ac-
cording to MarvinSketch calculator (Chemaxon). Since
licofelone seems to have higher affinity to lipid media
than to aqueous phases, it is plausible that the drug will
concentrate in phosphatidylcholine bilayers. The lower
the DMPC concentration, the higher the local concen-
tration of drug inside the phospholipid bilayers, which
seems to favor the occurrence of licofelone degradation
concerning both rapidity and efficacy. Thus, it is possi-
ble that more than one licofelone molecule must collide
for the degradation to occur, justifying the slower rate
and extent of licofelone degradation as DMPC concen-
tration increases and licofelone becomes more diluted
in the lipid phase. The DMPC bilayer may act as a cata-
lyst not only by concentrating the drug molecule, but
also by furnishing a favorable chemical environment
for the degradation to occur.

One possible hypothesis for the degradation mechanism
of licofelone may comprise the formation of anhydride
dimers of licofelone, in a similar fashion as described
for naphthalene-1,8-dicarboxylic acid and dialkylma-
leic acids (24, 25). This seems to be a reasonable pos-
sibility for two main reasons: a) the unionized acid is
the active species of anhydride formation (25) and the
degradation of licofelone was favored at lower pH; and
b) the higher the local concentration of licofelone in
DMPC bilayers (lower lipid concentration), the higher
the probability of two carboxylic acids from two dif-
ferent licofelone molecules to collide, increasing the
velocity and the extent of licofelone degradation, as
observed herein. Further investigations are awaited to
confirm the suggested mechanism by completing the
structural elucidation of the products formed upon li-
cofelone degradation.

As this is a biomimetic study, the overall complex-
ity of the biological membranes is not considered in
this work. Future work is warranted to verify if the li-
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a extensdo da degradagdo é dependente do pH do meio
e da concentragdo de DMPC.

O licofelone ¢ um composto acido e sua degradagdo
dependente do pH pode estar relacionada com os seus
estados de ionizagdo. A constante de acidez (pK) do
licofelone € 4,8, de acordo com o calculo efetuado no
software MarvinSketch (Chemaxon). A degradacdo do
licofelone foi mais rapida e em maior extensdo para va-
lores mais baixos de pH, nos quais a forma protonada
do licofelone estava presente. Por sua vez, ndo foram
observadas alteragdes espectrais por pelo menos 2 h a
pH 7,4, valor de pH no qual prevalece a forma despro-
tonada e carregada do licofelone. Portanto, € concebivel
que a forma neutra do licofelone seja a microespécie a
sofrer degradagdo.

Adicionalmente, a degradacao do licofelone foi depen-
dente da concentragdo de DMPC. Curiosamente, esta
foi mais rapida e em maior extensdo para concentragdes
mais baixas de DMPC. As previsoes de log D no siste-
ma octanol:dgua (log D, ,) do licofelone sugeriram que
este farmaco pode ter alta afinidade pelas bicamadas de
fosfatidilcolina, uma vez que os valores calculados fo-
ram 5,72, 5,32 e 3,15 para pH 3,0, 5,0 e 7,4 (respetiva-
mente), de acordo com o calculo efetuado no sofiware
MarvinSketch (Chemaxon). Como o licofelone parece
ter maior afinidade para o meio lipidico do que para a
fase aquosa, ¢ plausivel que o fA&rmaco se concentre nas
bicamadas da fosfatidilcolina. Quanto menor a concen-
tragdo de DMPC, maior a concentragdo local de farma-
co nas bicamadas fosfolipidicas, o que parece favorecer
a ocorréncia da degradagdo do licofelone quanto a sua
rapidez e eficacia. Assim, € possivel que a degradacao
ocorra atraveés da colisdo de mais do que uma molécula
de licofelone, justificando o facto da velocidade e a ex-
tensdo da degradacdo serem mais lentas a medida que a
concentracdo de DMPC aumenta e o licofelone se dilui
na fase lipidica. Assim sendo, a bicamada de DMPC
pode atuar como um catalisador, ndo apenas pelo au-
mento da concentragdo local do farmaco, mas também
pela criacdo de um ambiente quimico favoravel para a
degradacao.

Uma hipdtese possivel para o mecanismo de degrada-
¢do do licofelone podera consistir na formacao de di-
meros anidrido do licofelone, de uma forma semelhante
ao descrito para o acido naftaleno-1,8-dicarboxilico e
para os acidos dialquilmaleico (24,25). Esta parece ser
uma hipdtese provavel por duas razdes: a) o acido pro-
tonado € a espécie ativa da formacgao de anidrido (25) e
a degradagao de licofelone foi favorecida a pH baixo;
e b) quanto maior a concentracdo local de licofelone
na bicamada de DMPC (concentragdo lipidica baixa),
maior sera a probabilidade de colisdo de dois acidos



cofelone degradation occurs in the presence of other
membrane lipids and membrane proteins by performing
in vitro studies with more complex membrane models
and with cell cultures.

Despite these limitations, this study highlights the im-
portance of considering membrane lipids on the early
stages of drug development. Beyond providing infor-
mation about the drugs mode of action and toxicity
mechanisms, as previously described for various anti-
inflammatory drugs (11-14, 21-23, 26), this study also
showed that the evaluation of drug-membrane interac-
tions may also be useful to assess the stability of drug
candidates in biologically-relevant media, avoiding set-
backs in later stages of drug development.

Conclusions

The preliminary data regarding the characterization
of licofelone-DMPC interactions is presented herein.
To our knowledge, this is the first report on the pH-
sensitive degradation of licofelone in liposome:water
systems. This information is particularly relevant if this
drug is intended to be administered orally, as licofelone
may undergo degradation in the stomach due to the
acidic conditions of the gastric lumen. In the gastric
mucosa, the presence of external phosphatidylcholine
layers may even increase the rate and the extent of li-
cofelone degradation. Thus, the licofelone administra-
tion in gastro-resistant formulations may be a useful
way to avoid the drug degradation in vivo.

Although licofelone data seem to support the multiple
target strategy to improve the anti-inflammatory thera-
py, a long journey is still ahead to fully characterize the
impact of concomitantly inhibiting COX and 5-LOX in
the in vivo eicosanoids biosynthesis, as well as its con-
sequences in terms of toxicity, contraindications, and
pharmacological interactions during the short and long-
term therapy of inflammatory conditions.

Overall, this study contributes to this pathway by high-
lighting the urgency of considering lipids in drug de-
velopment to further understand drugs stability in bio-
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carboxilicos provenientes de moléculas de licofelone
diferentes, aumentando assim a velocidade e a extensao
da degradag@o. O mecanismo de degradacao do licofe-
lone tera de ser confirmado no futuro através da eluci-
dacgdo estrutural dos produtos de degradagao.

Como se trata de um estudo biomimético, a complexi-
dade global das membranas biologicas ndo foi consi-
derada neste trabalho. No futuro, sera entdo necessario
confirmar se a degradacao do licofelone também ocorre
na presenca de outros lipidos e proteinas membranares
pelo recurso a estudos in vitro com modelos de mem-
brana mais complexos e pelo recurso a linhas celulares.
Apesar destas limitagdes, este trabalho salienta a im-
portancia de considerar os lipidos membranares nas
fases iniciais do desenvolvimento de novos farmacos.
Para além de fornecer informagdo quanto aos meca-
nismos de acdo e de toxicidade, tal como descrito para
varios anti-inflamatérios (11-14,21-23,26), os estudos
de interagdo farmaco-membrana também podem ser
uma mais-valia para avaliar a estabilidade dos compos-
tos em meios biologicamente relevantes. Desta forma,
poderdo constituir um meio para evitar contratempos
nas fases mais avancadas do desenvolvimento de novos
farmacos.

Conclusoes

Os dados preliminares quanto a caracterizagao das in-
teragoes licofelone-DMPC sao apresentados neste tra-
balho. Segundo conseguimos apurar, este ¢ a primeiro
descricdo da degradagdo sensivel ao pH do licofelone
em sistemas lipossoma:agua. Esta informagdo é par-
ticularmente relevante no caso deste farmaco ser ad-
ministrado por via oral, pois o licofelone pode sofrer
degradacdao no estdmago devido as condi¢des acidas
do limen. Na mucosa gastrica, a presenca de cama-
das externas de fosfatidilcolina pode ainda aumentar a
velocidade e a extensdo da degradacdo do licofelone.
Assim, a administracdo de licofelone em formulagcdes
gastrorresistentes pode ser uma mais-valia para evitar a
degradacao do farmaco in vivo.

Apesar dos resultados obtidos com o licofelone supor-
tarem a estratégia dos alvos multiplos para melhorar a
terapia anti-inflamatdria, um longo caminho esta ainda
por percorrer para caracterizar na totalidade o impacto
de inibir concomitantemente a COX e a 5-LOX na bio-
ssintese de eicosandides in vivo e para avaliar as suas
consequéncias a nivel da toxicidade, contraindicagdes e
interacdes farmacologicas ao longo da terapia aguda e
cronica das condi¢des inflamatorias.

No geral, este trabalho consiste em mais um passo deste
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logically relevant media. The evaluation of drug-lipid
interactions in the early stages of drug development
may avoid important setbacks during clinical evalu-
ation, decreasing the financial and biological costs of
this process.
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