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RESUMO

CARRAO, D. B. Estudo de metabolismo in vitro do componente majoritario da
propolis verde brasileira, Artepelin C, empregando microssomas hepaticos. 2015.
118 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

O Artepelin C (ART C) € um produto natural presente na propolis verde brasileira que
apresenta diversas atividades biologicas. Dentre essas, destacam-se as atividades
anticancerigenas, o que o torna um promissor candidato a farmaco para o tratamento de
diversos tipos de cancer (pulméo, rins, colon, testiculos, prostata e leucemia). A
determinacéo do metabolismo de um candidato a fArmaco é uma das etapas primordiais
no desenvolvimento do mesmo. Atualmente, modelos in vitro para a determinacdo do
metabolismo do candidato frente as enzimas da citocromo P450 (CYP450) vem sendo
largamente utilizados. Esses modelos apresentam como principais vantagens a
simplicidade, o baixo custo e a auséncia ou uso reduzido de animais. No presente
trabalho, avaliou-se o metabolismo in vitro do ART C empregando microssomas
hepéticos de ratos e de humanos, com o objetivo de caracterizar os parametros cinéticos
enzimaticos e identificar os possiveis metabdlitos formados durante o metabolismo.
Para tanto, foi desenvolvido e validado um método analitico para analise do ART C em
meio microssomal. A analise do ART C foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, empregando coluna Cig e fase mével composta por metanol : solu¢do aquosa
de acido formico 0,1% (70:30, v/v). A vazdo utilizada foi de 1,2 mL min™ e a detecgdo
foi realizada em 315 nm. A metodologia analitica foi validada de acordo com o guia
para validacdo de métodos bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
avaliando-se os parametros seletividade, linearidade, efeito residual, limite inferior de
quantificacdo, precisdo, exatiddo e estabilidade, sendo que os resultados obtidos
corroboraram com as exigéncias do guia. A seguir, foram determinadas as condi¢fes de
velocidade inicial da reagdo enzimatica (Vo), necessarias para a determinagdo dos
parametros cinéticos enzimaticos do metabolismo do ART C em microssomas hepéticos
de ratos e humanos. As condicdes de Vo determinadas foram tempo de incubacéo de 30
minutos e concentracdo proteica microssomal de 0,5 mg mL™ para os microssomas de
ratos e tempo de incubacdo de 40 minutos e concentracdo proteica microssomal de 0,5
mg mL* para os microssomas de humanos. O modelo microssomal de rato demonstrou
um possivel perfil cinético sigmoidal, adequando-se ao modelo cinético de Hill. Os
pardmetros cinéticos determinados foram: Vma = 0,7567 + 0,0212 pmol mg™* min?,
coeficiente de Hill = 10,90 £ 2,80 e Sso = 33,35 £ 0,55 pM. A partir desses parametros
obteve-se o clearance intrinseco para o ART C de 16,63 + 1,52 uL min* mg™. Para o
modelo microssomal de humanos, os resultados do metabolismo do ART C néo se
adequaram a nenhum dos modelos cinéticos enzimaticos ja descritos. Em ambos 0s
modelos microssomais, foi possivel a identificacdo de dois metabdlitos do ART C. Para
tanto, foi empregado a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta
resolucdo ou acoplada a espectrometria de massa de multiplos estagios. Os resultados
revelaram que ambos os metabolitos formados sdo produtos de hidroxilacdo do ART C.

Palavras-chave: Artepelin C, Cinética enzimatica, Metabolismo in vitro, Microssomas
hepaticos, Propolis verde brasileira



ABSTRACT

CARRAO, D. B. In vitro metabolism of the major compound of Brazilian green
propolis, Artepillin C, employing liver microsomes. 2015. 118 f. Dissertation
(Master’s degree) — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Artepillin C (ART C) is a natural product present in Brazilian green propolis, which has
several biological properties. Among these ones, the anticancer properties have been
highlighted, making ART C a promising drug candidate for treatment of several types
of cancer (lungs, kidneys, colon, testicles, prostate and leukemia). The knowledge of a
drug metabolism is one of the key stages in early drug development. Nowadays, in vitro
models have been used to determine the metabolic route by the cytochrome P450
(CYP450) enzymes for a drug candidate. The main advantages of using these models
are the simplicity, the relative low cost and the absence or reduced use of animals. In
this project, we determined the in vitro metabolism of ART C by employing rat and
human liver microsomes, in order to characterize the enzymatic kinetics parameters and
to identify possible produced metabolites during the metabolism. To accomplish that, an
analytical method was developed and validated for ART C analysis in microsomal
medium. The ART C analysis was carried out by high performance liquid
chromatography, using a C1s column and methanol : formic acid aqueous solution 0.1%
(70:30, v/v) as mobile phase. The flow rate used was 1.0 mL min'* and detection was set
at 315 nm. The analytical methodology was validated according to ANVISA guideline
for bioanalytical method validation. The following parameters were evaluated:
selectivity, linearity, carryover, lower limit of quantification, precision, accuracy and
stability, wherein the obtained results corroborate to the guide’s requirement. Hereafter,
the initial velocity conditions for the enzymatic reaction (Vo) of ART C metabolism in
rat and human liver microsomes was determined. The Vo conditions were incubation
time 30 minutes and microsomal protein concentration 0.5 mg mL™ for rat microsomes
and incubation time 40 minutes and microsomal protein concentration 0.5 mg mL™ for
human microsomes. The metabolism by rat liver microsomes suggested a sigmoidal
profile, adapting to the Hill’s kinetics model. The enzymatic kinetics parameters
determined were: Vimax = 0.7567 + 0.0212 umol mg? min, Hill coefficient = 10.90 +
2.80 and Sso = 33.35 = 0.55 pM. Based on these parameters, the calculated intrinsic
clearance for ART C was 16.63 + 1.52 puL min* mg?. The in vitro metabolism assay
employing human microsomes did not fit any enzymatic Kinetics models. In both
microsomal models, two ART C metabolites were determined. The identification of the
metabolites was performed by liquid chromatography coupled to a high resolution mass
spectrometry or coupled to a multiple-stage mass spectrometry. The results revealed that
both ART C metabolites were produced after a hydroxylation reaction.

Keywords: Artepillin C, Kinetic enzymatic, In vitro metabolism, Liver microsomes,
Brazilian green propolis
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma imensa biodiversidade boténica, abrigando a maior flora do
planeta e, portanto, possui as condi¢fes basicas necessarias para a estruturacdo de um
programa nacional de bioprospeccdo, em busca de produtos naturais candidatos a novos
farmacos (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Substancias derivadas de animais, plantas e
micro-organismos sdo utilizadas para o tratamento de doencas desde os principios da
medicina. A investigacdo de produtos naturais como fonte de novos farmacos alcangou seu
pico na industria farmacéutica entre 1970-1980, o que resultou em um aumento na
quantidade de farmacos ndo sintéticos desenvolvidos. Das 877 pequenas moléculas
introduzidas no mercado entre 1981 e 2002, quase metade (49%) foram produtos naturais,
analogos semissintéticos de produtos naturais ou compostos sintéticos baseados em
produtos naturais (KOEHN; CARTER, 2005).

Levando-se em conta esse dado, fica evidente a importancia da investigacdo de
produtos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos. Portanto, a pesquisa visando
a descoberta de novas entidades quimicas, oriundas de produtos naturais, com potencial
para 0 desenvolvimento de novos farmacos é extremamente importante. Entre os diversos

produtos naturais pesquisados, a propolis verde brasileira ocupa um lugar de destaque.

1.1. PROPOLIS VERDE BRASILEIRA

A palavra propolis € derivada do grego, em que pro significa “em defesa” ou “na
entrada” e polis “comunidade” ou “cidade”, ou seja, “em defesa da comunidade” (WAGH,
2013). A propolis é um produto natural resinoso e balsdmico obtido pelas abelhas através
da colheita de resinas de plantas, folhas e seus exsudatos presentes no seu habitat, que sdo
combinadas na colmeia com secre¢tes glandulares, enzimas e ceras (FIGUEIREDO,
2015). Devido as suas propriedades resinosas e mecanicas, a propolis é utilizada pelas
abelhas na construcdo e no reparo da colmeia, com o objetivo de sela-la, protegé-la de
predadores e micro-organismos; e, também, de agentes fisicos como a luz, a chuva, o vento
e o frio (WAGH, 2013).
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Desde a antiguidade, a prépolis € utilizada como um medicamento natural. Os
médicos gregos e romanos a utilizavam no tratamento de feridas como agente antisséptico
e cicatrizante, os egipcios a utilizavam para embalsamar os mortos, devido as suas
propriedades antiputrefativas e 0s incas a empregavam como agente antitérmico
(SFORCIN; BANKOVA, 2011). A Farmacopeia de Londres, no seculo XVII, foi a
primeira a classificar a propolis como medicamento natural e o seu uso, na Europa, se
tornou popular entre os séculos XVII e XX (WAGH, 2013).

A composi¢do quimica da propolis estd intrinsecamente relacionada com a flora
presente na regido geografica de sua origem e varia, também, de acordo com condi¢cbes
sazonais, caracteristicas genéticas das abelhas e a presenca de contaminantes (RIGH;
NEGRI; SALATINO, 2013). Em geral, a prépolis € composta de 50-60% de resinas, 30—
40% de ceras, 5-10% Oleos essenciais, 5% de pdlen, além de microelementos (como o
aluminio e o magnésio) e vitaminas (BARTH et al., 2013). Mais de 300 compostos
quimicos j& foram identificados em propolis de diferentes regides, as principais classes dos
compostos encontrados sdo flavonoides, &cidos fendlicos, compostos aromaticos, 6leos
volateis, terpenos e ceras (TORETI et al., 2013).

Nas regifes Sul e Sudeste do Brasil, mais especificamente na regido do cerrado
brasileiro, as abelhas da espécie Apis mellifera utilizam a planta Baccharis dracunculifolia
DC (Asteraceae), conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou vassourinha, como
principal fonte para a producdo de propolis (BARTH et al., 2013). A prépolis oriunda
dessa regido apresenta uma cor verde caracteristica e, por isso, € mundialmente conhecida
como propolis verde brasileira (PVB) (MACHADO et al., 2012).

A PVB pode ser empregada como um medicamento natural, devido as diversas

propriedades bioldgicas que sdo associadas a mesma (Tabela 1).



Tabela 1. Propriedades biol6gicas da PVB.
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Propriedade
Bioldgica

Efeito

Referéncia

Antiangiogénico

Anticancer

Anti-hipertensiva

Anti-inflamatéria

Antimicrobiana

Antimutagénico

Antioxidante

Antiulcerogénica

Antiviral

Imunomoduladora

Extrato aquoso da PVB apresenta
atividade relacionada a antiangiogénese
em humanos

Aumento da apoptose em células

cancerigenas da prostata

Quimiopreventivo na carcinogénese de
pele em ratos

Antiproliferativo em diversas linhagens
celulares tumorais

Atividade anti-hipertensiva em ratos

Regulagéo de inflamossomas,
responsaveis pelo processo inflamatorio

Modulacdo da inflamacdo, angiogénese e
fibrogénese em implantes intraperitoneais
de ratos

Atividade contra bactérias Gram-positivas
da cavidade oral

Atividade contra fungos responsaveis por
doencas de pele

Antimutagénico dependendo da
concentragdo em células de ovario de ratos

Atividade antioxidante atribuida a

compostos fendlicos da PVB

Eliminacdo de radicais livres

Atividade em ratos com lesdo gastrica
causada por etanol e estresse

Atividade contra o virus Avian influenza
(Influenza A)

Melhora no sistema imunoldgico inato e
adaptativo em ratos envelhecidos

CHIKARAISHI et al., 2010

SZLISZKA et al., 2011

PEREIRA-FILHO et al., 2014

DE OLIVEIRA et al., 2014

MARUYAMA et al., 2009

HORI et al., 2013

LIMA et al., 2014

SKABA etal., 2013

NGATU etal., 2011

TAVARES et al., 2006

TEIXEIRA et al., 2010

ROCHA et al, 2012

BARROS et al., 2007

TAKEMURA et al., 2012

GAO etal., 2014
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Essas diversas propriedades bioldgicas da PVB sédo oriundas da ampla variedade de
compostos quimicos presentes na mesma, podendo a atividade bioldgica ser atribuida a
uma Unica substancia ou ao sinergismo entre duas ou mais substancias (RIGHI; NEGRI;
SALATINO, 2013).

A maioria das propriedades bioldgicas esta relacionada a presenca de compostos
pertencentes a classe dos fendis, que de acordo com a regido de producéo, fonte de coleta
das resinas, variabilidade genética da abelha rainha, técnica utilizada na producéo e estacéo
do ano, podem variar qualitativamente e quantitativamente (TORETI et al., 2013). A
sazonalidade é um fator determinante na composi¢do quimica da propolis, pois fatores
fenologicos influenciam diretamente na biossintese de metabdlitos secundarios da planta
utilizada como fonte para a producao da prépolis (TEIXEIRA et al., 2010). Por exemplo, a
quantidade de flavonoides presentes na PVB pode variar, de acordo com a estacéo do ano e
periodo de producdo e coleta da mesma, influenciando significativamente na composicao
e, consequentemente nas caracteristicas fisico-quimicas e na atividade bioldgica da mesma
(FIGUEIREDO et al., 2015).

Os componentes de interesse da prépolis devem ser extraidos com o objetivo de
remover 0 material inerte e preservar a fragdo desejada (SLISZKA et al., 2011). O solvente
mais comumente utilizado para extrair os componentes ativos da propolis é o etanol
(TRUSHEVA; TRUNKOVA; BANKOVA, 2007). Os principais componentes do extrato
etandlico da PVB sdo derivados do &cido cindmico, flavonoides, acidos benzoicos e
benzoatos, compostos aromaticos ndo hidroxilados, acidos alifaticos e ésteres (CHANG et
al., 2008).

A PVB possui cada vez mais destaque no mercado internacional, devido as suas
diversas propriedades bioldgicas e a presenca de compostos distintos dos encontrados em
outros tipos de prépolis como a drupanina, a bacarina, o kaempferide e o Artepelin C, com
destaque especial para o ultimo (SZLISZKA et al., 2013).

1.2. ARTEPELINC

Em 1994, Aga e colaboradores isolaram e identificaram trés compostos da PVB que
apresentaram atividade antimicrobiana. Entre eles, destaca-se o Artepelin C (ART C),
acido 3-(4-hidroxi-3,5-di(3-metil-2-buten-1-il)fenil)-2-(E)-propenoico, que apresentou a
maior atividade antimicrobiana dentre os compostos isolados (AGA et al, 1994). O ART C
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(Figura 1) € um composto fendlico, derivado hidroxilado e diprenilado do &cido cindmico
(PAULINO et al., 2008).

Z

%\D

HO

Figura 1. Estrutura quimica do ART C (C19H2403)

Park e colaboradores (2004) identificaram a presenca de ART C na origem boténica
da PVB, a Baccharis dracunculifolia, identificando que o mesmo é proveniente da planta
e, portanto, € um marcador caracteristico desse tipo de prépolis. Hata e colaboradores
(2012) reportaram que 0 ART C ¢ o principal responsavel pelo sabor picante caracteristico
desse tipo de prépolis. O ART C é um dos componentes majoritarios da PVB (SOUSA et
al., 2007) e é o componente majoritario de seu extrato alcodlico (SZLISZKA et al., 2013).
Portanto, pode ser utilizado como marcador fitoquimico para a identificacdo da mesma,
sendo também considerado como um indicador da sua qualidade para exportacdo
(ANTUNES; DA SILVA; ESTRADA, 2008).

O ART C destaca-se, também, dentre os outros compostos presentes na PVB,

devido as diversas propriedades bioldgicas que sdo atribuidas a esse composto (Tabela 2).



Tabela 2. Propriedades biologicas atribuidas ao ART C
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Propriedade
Bioldgica

Efeito

Referéncia

Anticancer

Antidiabético

Anti-inflamatéria

Antimicrobiana

Atividade anticancer através indugdo da apoptose
celular.

Atividade citotdxica preferencial em células

humanas tumorais

Inducdo da apoptose em células leucémicas
humanas

Atividade antitumoral em células humanas com
supressdo do crescimento tumoral

Prevengdo da carcinogénese: protegdo contra
formagéo de cancer no pulmédo e nos testiculos em
ratos

Prevencdo da carcinogénese: protecdo contra
formacao de cancer renal induzido em ratos

Inibicdo do desenvolvimento do cancer pulmonar
em ratos

Efeito antileucémicos com efeitos inibitorios
limitados em linfdcitos normais

Atividade preventiva no desenvolvimento de
células humanas de c6lon cancerigenas

Suprime o cancer de célon através da inducéo do
metabolismo de fase 1l de agentes cancerigenos

Efeito preventivo contra a angiogénese tumoral in
vivo e inibicdo da proliferacdo endotelial celular

Blogueio seletivo do crescimento tumoral em ratos

Efeito imunopreventivo em células da prdstata
cancerigenas induzindo a apoptose

Reduc&o do risco de diabetes do tipo Il

Atividade anti-inflamatoria e efeito analgésico em
ratos

Composto da PVB com maior atividade

antibacteriana

KIMOTO et al., 1996

MATSUNO et al., 1997

KIMOTO et al., 1998a

KIMOTO et al., 1998b

KIMOTO etal., 1999

KIMOTO et al., 2000

KIMOTO et al., 2001a

KIMOTO etal., 2001b

SHIMIZU et al., 2005

SHIMIZU et al., 2006

AHN et al., 2007

MESSERLI et al., 2009

SZLISZKA et al., 2012

CHOl et al., 2011

PAULINO et al., 2008

AGA et al., 1994
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Alto potencial antioxidante contra a peroxidagdo

T . HAYASHI et al., 1999
do &cido linoleico em solucdo micelar

Inibicdo da peroxidacéo lipidica em ratos KIMOTO et al., 2001a
Antioxidante
Eficiente na eliminagdo de radicais livres NAKANISHI et al., 2003

Antioxidante com alta biodisponibilidade em

células intestinais Caco-2 e hepaticas Hep2G SHIMIZU etal., 2004

Imunomoduladora  Ativacéo do sistema imunoldgico KIMOTO et al., 1998b

Observando-se as diversas propriedades bioldgicas atribuidas ao ART C, fica
evidente o potencial que esse composto possui para o desenvolvimento de um farmaco e
como a maioria dos estudos reporta a sua propriedade anticancerigena, € um candidato
promissor para o tratamento de diversos tipos de cancer (pulmao, rins, colon, testiculos,
préstata e leucemia). Outros derivados do &acido cindmico, que também sdo componentes
da PVB como a drupanina e a bacarina, também possuem atividade inibitoria em células
cancerigenas humanas induzindo a apoptose, porém sdo menos potentes do que o ART C
(AKAO et al., 2003).

Shimizu e colaboradores (2004) demonstraram que o ART C sofre absor¢do no
sistema intestinal sem conversdo metabdlica, e € um antioxidante biodisponivel que
previne danos oxidativos no DNA celular. Konishi (2005) reportou que o ART C ¢é
principalmente permeado nas células intestinais Caco-2 através de difusdo transcelular
passiva, embora também seja absorvido intracelularmente por transportadores
monocarboxilicos. Além disso, estudos in vivo realizados em ratos demonstram que a
absorcdo e a biodisponibilidade do ART C sdo suficientes para a producdo de efeitos
bioldgicos. A absorgdo via administracdo oral de 10 mg kg™ de ART C em ratos tem pico
maximo apds 1 h com concentragéo plasmatica de 22 ug mL™* (PAULINO et al., 2008).

Como o ART C é um produto natural com enorme potencial para o
desenvolvimento de farmaco existe grande interesse do mercado farmacéutico por esse
composto. Em uma pesquisa efetuada na plataforma Integrity da Thomson Reuters (2015)

foram encontradas algumas patentes relacionadas ao ART C (Tabela 3).
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Tabela 3. Patentes relacionadas ao ART C.

Data de

Titulo Empresa Blblicaca0 Numero da Patente
Agente antitumoral Hayashibara Mar/1997 JP 1997071528
Agente controlador da apoptose ~ Hayashibara Out/1997 EP 0800826

Agente anticancerigeno Morakawa Kenkodo Jun/2006 JP 2006143685
Agente antidiabético Erina Abr/2012 JP 2012072136

A existéncia de patentes relacionadas as propriedades biologicas do ART C
comprova 0 enorme potencial desse produto natural para o desenvolvimento de um
farmaco. Atualmente, a empresa Hayashibara esta realizando estudos pré-clinicos visando
0 desenvolvimento do ART C como um farmaco oncolitico, no momento, o
desenvolvimento se encontra na etapa de estudos biologicos (Integrity Thomson Reuters,
2015).

O Food and Drug Administration (FDA) (2006) preconiza a realizacdo de estudos
de metabolismo no estagio inicial de desenvolvimento de candidatos a farmacos, ja que
esses estudos sdo essenciais para a caracterizacdo dos parametros cinéticos do
metabolismo, a avaliacdo do potencial de interacdo farmaco-farmaco, a identificacao da via
metabdlica e, também, a identificacdo dos metabdlitos formados. Os resultados dos estudos
de metabolismo, além das informagfes sobre os mecanismos de acdo, a toxicidade, a
distribuicdo e a excrecdo de um composto, podem indicar se o candidato a farmaco deve ou

ndo ser submetido as proximas etapas de desenvolvimento.

1.3. ESTUDOS DE METABOLISMO

A avaliacdo do metabolismo de produtos naturais com potencial para se tornarem
novos farmacos, veem se mostrando um campo de pesquisa em constante crescimento,
devido a ampla demanda pela descoberta de novas substancias quimicas. A funcdo do
metabolismo é modificar estruturalmente xenobioticos apolares e lipofilicos, convertendo-
0s em produtos (metabolitos), na maioria das vezes mais polares, de forma a facilitar o
processo de eliminagdo no organismo (FASINU; BOUIC; ROSENKRANZ, 2012).

O figado é o principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo, porém o intestino, 0s

rins, os pulmdes, a pele e o epitélio nasal também atuam no processo (ASHA,
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VIDYAVATHI, 2010). O metabolismo de xenobidticos pode ser dividido em reacgdes de
fase | e de fase Il. As reacdes de metabolismo de fase | sdo reacOes de oxidagéo, reducéo e
hidrdlise, que sdo responsaveis por modificar estruturalmente os xenobioticos tornando-0s
mais polares; e as reacGes de metabolismo fase 11 sdo reacfes de conjugacao, com adicao
de acido glucurdnico (via UDP-glucuronil transferases), grupamentos sulfato (via
sulfotransferares) ou grupamentos acetilas (via acetiltransferases). As reacdes de
metabolismo de fase I e 1l ttm como objetivo a formacdo de compostos mais polares que
possam ser excretados pelas fezes e urina (SAHOO et al., 2015).

As enzimas da citocromo P450 (CYP450) sdo um grupo de hemeproteinas
encontradas no figado, que sdo o principal maquinéario enzimético responsavel pelas
reacbes de metabolismo de fase | (ASHA; VIDYAVATHI, 2010), além disso, essas
enzimas também estdo relacionadas a biossintese de horménios e mensageiros secundarios
(ATKINS, 2005). Esse grupo de enzimas esta presente em todos 0s seres vivos e possui a
capacidade de catalisar inimeras reacdes como: hidroxilagdo de alcanos, epoxidacdo de
alcenos, N-desalquilagdo de aminas secundarias e terciarias, N-oxidacdo de aminas
aromaticas, O-desalquilacdo, hidroxilacdo de aneis aromaticos, entre outras (MANSUY,
2010).

O grupo de enzimas da CYP450 ¢ divido em familias, que séo representadas através
de numeros (por exemplo CYP1 e CYP3), que possuem similaridade de 40% na sequéncia
de aminoéacidos que a constituem, e em subfamilias, que séo representadas atraves de letras
(CYP1A, CYP3A), que possuem similaridade de 55% na sua sequéncia de aminoacidos
(SEVRIOUKOVA; POULQS, 2013). Dentre as isoformas da CYP450 presentes em
humanos, a CYP3A4 é a mais abundante e a sua “promiscuidade” permite que mais da
metade dos farmacos que sdo administrados em seres humanos sejam metabolizados por
essa enzima (SEVRIOUKOVA; POULQOS, 2013).

1.3.1. METABOLISMO IN VITRO

Para avaliar o comportamento de um substrato frente as enzimas da CYP450,
modelos de metabolismo in vitro sdo utilizados. Esses modelos representam uma
aproximagcéo efetiva para estimar o metabolismo in vivo humano (ASHA; VIDYAVATHI,
2010), j& que tratam-se de simplificagbes de organismos animais mais complexos que
apresentam como vantagens a possibilidade da utilizacdo de pequenas quantidades da

substancia a ser avaliada, a simplicidade de execucdo do experimento, 0 custo
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relativamente razoavel dos estudos e, principalmente, as razGes éticas da utilizacdo de
modelos in vitro, pois esses estudos podem ser utilizados inicialmente para a avaliacdo do
metabolismo de um substrato, diminuindo sensivelmente a utilizacdo de estudos com
animais (STEPAN et al., 2013).

A utilizacdo de estudos de metabolismo in vitro ndo elimina a necessidade de
realizacdo de estudos in vivo, ja que ambos fornecem informacgdes complementares, mas
diminui significativamente a quantidade de substratos que devem ser submetidos aos
estudos in vivo. As informacgdes que cada modelo de metabolismo oferece devem ser
exploradas; por exemplo no estudo de metabolismo in vitro é possivel predizer o clearance
intrinseco do farmaco e, dessa forma, fazer uma estimativa do clearance hepético in vivo
(LIPSCOMB; POET, 2008).

Vérios sdo os modelos utilizados para estudo de metabolismo in vitro: figado
perfundido isolado, fatias de figado, hepatocitos, fracbes S9 hepaticas, fracBes citosélicas
hepéticas, microssomas hepaticos, linhagens transgénicas de ceélulas e isoformas
recombinantes (FASINU; BOUIC; ROSENKRANZ, 2012; ASHA; VIDYAVATHI, 2010).
O modelo in vitro mais empregado em estudos de metabolismo sdo 0s microssomas
hepaticos, que sdo a fracdo sub-celular do reticulo endoplasmatico liso dos hepatdcitos,
constituindo-se principalmente de enzimas da CYP450, flavinas monoxigenases e
glutationa-S-transferases. A sua obtencdo é realizada por meio da homogeneizacdo do
figado e a separacdo dos outros constituintes das células hepaticas por ultracentrifugacédo
diferencial (PELKONEN, 1974). Para que esse modelo de metabolismo in vitro possa ser
utilizado é necesséria a adi¢do de cofatores, como por exemplo o NADPH (fosfato de
dinucleotideo de B-nicotinamida e adenina), que é responsavel pela transferéncia de
elétrons para que ocorram as reacdes de fase | (ASHA, VIDYAVATHI, 2010).

As principais vantagens da utilizacdo de microssomas em estudos de metabolismo
sdo: a simplicidade, o baixo custo, ser um modelo bem caracterizado e a estabilidade do
mesmo quando armazenado em condic¢Bes adequadas €, além disso, esse tipo de modelo é
empregado na realizacdo de estudos de inibicdo enzimatica, através da adicdo de inibidores
seletivos da isoformas das CYPs (ASHA; VIDYAVATHI, 2010; WU et al., 2012; LI,
2005). Ja em relacdo as desvantagens, pode-se citar a presenga de concentra¢fes mais altas
da CYPs nos microssomas do que as encontradas no figado intacto; a auséncia de enzimas
e de cofatores citosolicos, o que pode ocasionar a ndo descoberta de metabolitos que sdo
formados no figado intacto; e, além disso, as condi¢Ges de incubacdo (forca idnica,

temperatura, pH de incubag&o e presenca de solvente orgénico) extremamente especificas
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para a realizacdo de estudos de metabolismo, que se alteradas podem afetar
significativamente os resultados (ASHA; VIDIAVATHI, 2010).

A combinacdo de modelos de metabolismo in vitro € importante para se obter
informacdes importantes (FASINU, BOUIC, ROSENKRANZ, 2012). Como demonstrado
por Li e colaboradores (2012) informacdes obtidas por estudos de metabolismo in vitro
empregando microssomas de ratos, cachorros, macacos e humanos, além de fracdo
hepatica S9 humana, corroboraram para a identificagdo e confirmagdo dos metabolitos

formados durante o metabolismo da 20 (S)-ginsenoside.

1.3.2. CINETICA ENZIMATICA

Ao contrario da maioria das enzimas que catalisam apenas uma unica reacdo e,
portanto, sdo altamente especificas, as enzimas da CYP450 sdo responsaveis por
metabolizar uma grande variedade de substratos. A baixa seletividade dessas enzimas é
benéfica para que os diversos xenobioticos aos quais somos expostos diariamente possam
ser metabolizados; porém essas enzimas sdo cataliticamente menos eficientes do que as
enzimas em geral, devido aos seus sitios ativos serem maiores e menos especificos
(SEIBERT; TRACY, 2014).

O modelo cinético de Michaelis-Menten € o mais utilizado para descrever o
comportamento da maioria das enzimas (BEZERRA; FRAGA; DIAS, 2013). Michaelis e
Menten (1913) postularam que, primeiramente, a enzima (E) se liga reversivelmente ao
substrato (S) para formar o complexo enzima-substrato (ES), em uma etapa relativamente
rapida. Posteriormente, o ES se dissocia dando origem a enzima na sua forma livre e ao
produto (P).

E+S S ES— E+ P (Equacio 1)

em que, E —enzima, S — substrato, ES — complexo enzima-substrato e P — produto.

Como a etapa de dissociacdo possui uma velocidade de reagdo muito menor do que
a primeira etapa, a dissociacdo do ES é a etapa limitante e, dessa forma, a velocidade da
reacdo desse ser proporcional a concentracdo do ES. Quando a enzima € adicionada ao
substrato, o estado estacionario, em que a concentracdo do ES permanece constante, é

atingido rapidamente, ou seja, a velocidade de formacdo é igual a velocidade de consumo
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do complexo. Em estudos cinéticos, a velocidade inicial da reacdo enzimatica (Vo) €
medida no estado estacionario e, esses estudos sdo chamados de cinética enzimética de
estado estacionario (NELSON; COX, 2004).

A Figura 2 apresenta o perfil caracteristico da cinética de Michaelis-Menten.

Velocidade micial (Vo)

Concentragio do substrate

Figura 2. Perfil cinético de Michaelis-Menten (adaptado de Nelson e Cox (2004))

Os dois principais parametros utilizados para avaliar os dados cinéticos enzimaticos
de metabolismo sdo a velocidade maxima da reagdo enzimatica (Vmax) de metabolismo e a
constante de Michaelis-Menten (Km), que é a concentracdo de substrato correspondente a
50% da velocidade maxima da reacdo enzimatica de metabolismo (ASHA,
VYDIAVATHI, 2010). A Equacdo 2 relaciona esses parametros e € conhecida como
equacdo de Michaelis-Menten (GOLICNIK, 2011):

_ Vméx[s] ~
V= Kon +I5] (Equaco 2)

em que, V — velocidade da reacdo enzimatica, Vmax — velocidade méaxima da reacdo enzimatica, [S]
—concentracdo de substrato e Ki — constante de Michaelis-Menten.

Utilizando os parametros cinéticos (Km e Vmax) obtidos em estudos cinéticos
enzimaticos e possivel se determinar o clearance intrinseco de eliminagédo do substrato. O
clearance intrinseco (CLinr) expressa a capacidade maxima de depuracdo do farmaco e
fornece uma estimativa da capacidade do organismo em eliminar o substrato,
desconsiderando-se a existéncia do fluxo sanguineo e de ligacdo a proteinas (GOODMAN,
GILMAN, 2007). Utilizando-se o CLintr obtido em estudos de metabolismo in vitro €
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possivel predizer o clearance hepatico in vivo (LIPSCOMB; POET, 2008). A Equacéo 3

correlaciona os parametros cinéticos enzimaticos com 0 CLintr.

Vina x
CLiper = ;‘mx (Equacdo 3)

em que, CLinr — clearance intrinseco, Vmax — velocidade méaxima de reacdo e Ky, — constante de
Michaelis-Menten.

As enzimas da CYP450 podem apresentar o perfil cinético de Michelis-Menten,
porém em alguns casos apresentam perfis cinéticos atipicos. 1sso ocorre porque as enzimas
da CYP450 possuem multiplos sitios ativos, que sdo maiores e menos especificos do que
os das enzimas em geral, tornando possivel que ocorra a ligacdo de multiplas moléculas do
substrato a uma enzima (WESTER et al.,, 2004) e, além disso, é possivel que o
metabolismo seja catalisado por multiplas enzimas (SEIBERT; TRACY, 2014).

Entre os perfis cinéticos atipicos das reacdes das enzimas da CYP450 pode-se citar
a cinética multienzimética (Figura 3A), em que mais de uma enzima é responsavel pela
reacdo enzimatica. Para se observar esse tipo de cinética é necessario que os valores de K
e Vmax de cada enzima sejam significativamente diferentes (HOUSTON; KENWORTHY;
GALETIN, 2003) e para avaliar individualmente a cinética de cada enzima, pode ser
utilizado as isoformas recombinantes das enzimas, que sdo expressas individualmente (por
exemplo, CYP3A4). A cinética bifasica (Figura 3B) pode ser classificada como uma
cinética multienzimatica ou como uma cinética em que a mesma enzima possui multiplos
sitios ativos com diferentes valores de Km e Vmax (SEIBERT; TRACY, 2014).

A cinética de Hill (Figura 3C) é caracteristica de enzimas que possuem multiplos
sitios ativos. Nesse tipo de perfil é observado um efeito homotrdpico em que a ligacdo de
uma molécula do substrato em um sitio ativo altera a conformagdo estrutural da enzima,
modificando a afinidade, dos outros sitios ativos da enzima, pelas outras moléculas do
substrato (SEIBERT; TRACY, 2014). A Equacdo 4 é conhecida como equacdo de Hill, é

derivada da equacdo de Michaelis-Menten e descreve esse tipo de cinética enzimatica.

_ Vmax [SI" .
V= SeotIS]" (Equacéo 4)

em que, V — velocidade da reacdo enzimatica, Vmax — velocidade méxima da reacdo enzimaética, [S]
— concentracdo de substrato, Sso — concentragdo de substrato em que a velocidade da reagédo é 50%
da velocidade méxima de reacdo e h — coeficiente de Hill.
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O grau de cooperatividade ou coeficiente de Hill (h) € um pardmetro que indica se 0
cooperativismo €é positivo (h > 1), em que a ligacdo da primeira molécula do substrato a
enzima aumenta a afinidade da molécula subsequente pela enzima; negativo (h < 1), em
que a ligacdo da primeira molécula diminui a afinidade da molécula subsequente pela
enzima; ou a auséncia de cooperativismo (h = 1), em que a ligacdo da primeira molécula
ndo altera a afinidade da molécula subsequente a enzima, transformando a equacéo de Hill
(Equacéo 4) na equacdo de Michaelis-Menten (Equagéo 2) (SEIBERT; TRACY, 2014).

A cinética de inibicdo pelo substrato (Figura 3D) € uma cinética caracteristica pela
reducdo da velocidade da reacdo enzimatica em altas concentracdes de substrato. Esse tipo
de cinética é ocorre devido a ligacdo de mais de uma molécula do substrato no sitio ativo
da enzima, com as moléculas que se ligam subsequentemente reduzindo a velocidade
reacional do sitio ativo (TRACY; HUMMEL, 2004).
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Figura 3. Perfis cinéticos atipicos. A) Multienzimatico, B) Bifasico, C) Cinética de Hill, D)
Cinética de inibicdo pelo substrato (adaptado de Seibert e Tracy (2014)).
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Nem sempre o comportamento das cinéticas atipicas pode ser diferenciado da
hipérbole caracteristica da cinética enziméatica de Michaelis-Menten. O gréfico de Eadie-
Hofstee é uma transformacdo do grafico da cinética enzimatica muito utilizado para se
distinguir os comportamentos cinéticos atipicos das enzimas do comportamento
Michaeliano tipico. Como pode ser observado na Figura 4 o grafico de Eadie-Hofstee
relaciona a velocidade da reacdo enzimatica pela razdo entre a velocidade da reacéo
enzimética e a concentracdo do substrato, tornando possivel a distingdo com maior

facilidade da cinética de Michaelis-Menten das cinéticas atipicas.
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Figura 4. Gréfico de Eadie-Hofstee. A) Michaelis-Menten, B) Cinética Bifésica, C) Cinética de
Hill, D) Cinética de inibicdo pelo substrato (adaptado de Seibert e Tracy (2014)).
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1.3.3. IDENTIFICACAO DE METABOLITOS

A maioria dos metabolitos formados durante o metabolismo de um farmaco séo
mais polares e, em geral, possuem menor atividade farmacoldgica em relacdo ao mesmo,
porém alguns metabdlitos podem possuir maior, igual ou até mesmo diferente atividade
farmacoldgica em relacdo ao farmaco (ZHANG et al., 2007).

As enzimas da CYP450 podem transformar compostos ndo toxicos em metabolitos
que sdo toxicos ou até mesmo carcinogénicos (ASHA; VYDIAVATHI, 2010). Por outro
lado, em alguns casos, o processo de metabolismo pode fazer com que pro-farmacos, como
tamoxifeno, enalapril e levodopa, quando metabolizados deem origem a metabdlitos
bioativos (FASINU, BOUIC, ROSENKRANZ, 2012).

Portanto, é de fundamental importancia a identificacdo dos possiveis metabdlitos
formados, para que seja possivel o conhecimento das propriedades farmacoldgicas,
farmacocinéticas, toxicologicas e do mecanismo de eliminacdo dos mesmos, antes de se

investir em um farmaco em potencial (OBACH, 2013).

1.3.4. METABOLISMO DO ARTEPELINC

O ART C é um potencial candidato farmaco, porém poucos estudos de
metabolismo foram realizados sobre o mesmo. Naramoto, Kato e Ichihara (2014)
utilizaram isoformas microssomais recombinantes de humanos, para realizar estudos do
potencial de interacdo dos principais marcadores da PVB com farmacos, conhecidos como
marcadores especificos de algumas isoformas da CYP450. Através da adi¢do de um extrato
etanolico da PVB, foi medido o potencial de inibicdo do ART C em cada isoforma avaliada
e calculada a concentracdo individual de ART C presente no extrato da PVB, responsavel
por causar inibi¢do > 70%. Os resultados mostraram que o ART C exibiu potencial de
inibicdo para as isoformas recombinantes das CYP1A2, CYP2C9 e CYP2C19.

Esse estudo € o Unico a reportar o comportamento do ART C frente as enzimas da
CYP450, o que mostra a falta de informacdo desse produto natural a respeito do
metabolismo desse produto natural. A realizacdo de estudos de metabolismo para
caracterizacdo dos parametros cinéticos e a identificacdo dos possiveis metabolitos

formados séo etapas de fundamentais para futuros estudos clinicos empregando o ART C.
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1.4. TECNICAS ANALITICAS

O desenvolvimento de metodologias analiticas eficientes, sensiveis e seletivas é
extremamente necessario para que sejam realizados estudos de metabolismo in vitro, tanto
para a caracterizacdo dos parametros cinéticos quanto para a identificacdo dos metabdlitos
formados. O uso de técnicas analiticas adequadas € de fundamental importancia para a
conducdo de experimentos analiticos em matrizes bioldgicas (LIU; JIA, 2007).

As metodologias analiticas desenvolvidas para estudos de metabolismos in vitro
tém como objetivo separar e quantificar o candidato a farmaco avaliado e de identificar e
caracterizar os possiveis metabolitos formados. Além disso, com o auxilio de técnicas
analiticas de separacdo é possivel obter isoladamente os metabdlitos formados em uma
quantidade significativa e, dessa forma, € possivel avaliar as suas propriedades
farmacoldgicas (MUTLIB et al., 2013). A escolha da técnica analitica empregada esta
intimamente associada a finalidade do estudo realizado.

Para estudos de cinética enziméatica, com o objetivo de caracterizacdo de
pardmetros cinéticos, é necessario a utilizacdo de técnicas analiticas que possibilitem
separacdo e quantificacdo do substrato avaliado. A cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS), utilizando analisadores do tipo triplo quadrupolo
(QQgQ), ¢ a técnica analitica mais empregada em estudos quantitativos de metabolismo in
vitro (KORFMACHER, 2005). Outras técnicas analiticas de separacdo também sdo
utilizadas para estudos cinéticos enzimaticos, dentre elas, a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC), a eletroforese capilar (CE) e a cromatografia gasosa (CG) (ZHANG
et al., 2007), assim como, outros tipos de detectores como o arranjo de diodos (DAD) e o
detector de ionizagdo em chama (FID).

Para estudos de identificacdo de metabdlitos as técnicas mais utilizadas sdo a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) com analisador de
massa do tipo tempo de voo (TOF) ou analisador de massas do tipo ion trap (IT)
(KORFMACHER, 2005).

A espectrometria de massa (MS) com analisador do tipo tempo de voo (TOF) com
ionizacdo por eletrospray (ESI) € uma excelente técnica para a determinagéo da identidade
de compostos quimicos. O analisador de tempo de voo (TOF) possui uma alta velocidade
de aquisicdo de dados e fornece medidas de massas com alta exatiddo. A alta exatiddo nas
massas obtidas permite a identificacdo da formula quimica do composto em questdo,

podendo diferenciar até mesmo compostos que possuem a mesma massa nominal, mas que
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possuem composicdo elementar diferente, j& que esses possuem massas exatas diferentes
(LACORTE; FERNANDEZ-ALBA, 2006). O analisador de massas do tipo ion trap (IT) é
um analisador de massas de mdaltiplo estagios, que fornece importantes informacdes de
fragmentacdes de multiplo estagios (MS") do composto avaliado, sendo uma excelente
ferramenta a ser utilizada para a identificacdo estrutural dos metabdlitos formados em
estudos de metabolismo in vitro (KORFMACHER, 2005).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica qualitativa que fornece
informacdes estruturais dos compostos analisados. A RMN é uma técnica de detec¢do nao
destrutiva, o que garante a possibilidade de realizar outros tipos de analises a mesma
amostra, o que é essencial quando se trabalha com produtos naturais, ja que na maioria das
vezes a quantidade de amostra é limitada (CORCORAN; SPRAUL, 2003). Porém, como
na maioria dos casos a quantidade de metabdlitos formados em estudos de metabolismo in
vitro empregando microssomas hepaticos é pequena, nem sempre é possivel realizar esse
tipo de andlise, j& que a quantidade de massa necessaria para se obter um espectro de
RMN, seja de hidrogénio ou de carbono, nem sempre é obtida (NASSAR; TALLAT,
2004).



Pagina |19

2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Estudar o metabolismo in vitro do Artepelin C, componente majoritario da propolis
verde brasileira, empregando microssomas hepaticos de ratos e de humanos, com o
objetivo de determinar os parametros cinéticos enzimaticos apds metabolismo e identificar

0s metabdlitos formados.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

v Desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica para analise do
Artepelin C por HPLC em microssomas hepaticos;

v’ Estudo prévio de metabolismo in vitro do Artepelin C empregando microssomas
hepaticos de ratos e humanos;

v’ Caracterizacdo dos parametros cinéticos enzimaticos ap6s metabolismo in vitro,
empregando microssomas hepéticos de rato e de humanos;

v" Identificacdo dos metabdlitos do Artepelin C formados em ratos e humanos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

O padrdo analitico do Artepelin C (ART C) foi adquirido da empresa Wako Pure
Chemicals (Osaka, Japdo), como um composto isolado da propolis, e as solucgdes padrdo de
ART C foram preparadas em acetonitrila. A solu¢do padrdo de diclofenaco de sodio,
utilizado como padréo interno (PI) (Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada) foi
preparada na concentragdo de 50 pug mL* em metanol. Para o preparo das solucdes foi
utilizada a balanca analitica Sartorius, modelo CPA225D (Goettingen, Alemanha) e o
agitador de tubos tipo mixer Phoenix, modelo AP56 (Araraquara, Brasil). As solugdes

foram armazenadas a —20°C e protegidas da luz.

3.2. REAGENTES E SOLVENTES

Agua ultrapura foi obtida no Sistema Direct-Q 3 MilliQ da Millipore
(Massachusetts, EUA). Metanol, acetonitrila e cloroférmio, grau cromatografia foram
adquiridos da Panreac (Barcelona, Espanha). Todos os demais reagentes, fosfato de sddio
monobasico, fosfato de sddio dibasico diidratado, acido formico e acido cloridrico (Synth,
Diadema, Brasil), tris(hidroximetil)aminometano e Hepes (J. T. Baker, Phillisburg, EUA),
cloreto de potassio granular (Mallinckrodt Chemicals, Xalostoc, México), macrogol
glicerol ricinoleato (Cremophor®) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram grau analitico.

Os componentes do sistema de geracdo de NADPH, fosfato de dinucleotideo de -
nicotinamida e adenina, glicose-6-fosfato e a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
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3.3. MICROSSOMAS HEPATICOS

Os microssomas hepaticos de ratos e de humanos foram adquiridos da empresa
Corning Life Science (Arizona, EUA), na concentracdo proteica de 20 mg mL™ e foram

armazenados a —80°C até o uso.

3.4. ANALISE DO PADRAO ANALITICO

O padrdo analitico do ART C, adquirido da Wako, foi submetido a anélises por
espectrometria de massa de alta resolucdo e de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio para a confirmacao da identidade do composto quimico adquirido.

3.4.1. ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO

O padrédo analitico do ART C foi diluido em metanol : H,O (1:1, v/v) e diretamente
introduzido no espectrdmetro de massa micrOTOF 1I-ESI-Q-TOF da Bruker Daltonics®
(Billerica, EUA), equipado com analisador de massas do tipo quadrupolo — tempo de voo
(Q-TOF), com o auxilio de uma bomba de infusdo (Kd Scientific, EUA) com vazédo de 300
uL ht. A voltagem do capilar e do end plate foram 3500 V e —500 V (modo positivo de
ionizacdo) e —3500 V e 500 V (modo negativo de ionizagéo), transfer 100 us, temperatura
do gas de secagem (nitrogénio) 180°C, vazdo de 4 L min? e pressdo de 2 Bar. Para
calibracdo interna utilizou-se solucdo de &cido trifluoroacético sodiado (Na-TFA), com
concentracdo de 10 mg mL?. O programa empregado na aquisicio dos dados foi o

software Bruker Compass Data Analysis 4.1 (Bremen, Germany).

3.4.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

Para as andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN !H) a
solucdo padrdo de ART C foi preparada em cloroférmio deuterado (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), contendo tetrametilsilano (TMS). As analises foram realizadas em
espectrdmetro Bruker® - Modelo DRX500 - Ultra Shield®, com magneto de 11,74 T e
sonda multinuclear de detec¢éo inversa (1H: 500,13 MHz e 13C: 125,77 MHz) para tubos
de 5 mm de diametro, com sistema de lock de deutério e bobina geradora de gradiente de

campo em z (campo maximo de 53,5 Gauss cm™).
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3.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Foi utilizado sistema para cromatografia liquida de alta eficiéncia da Shimadzu
(Kyoto, Japdo), equipado com bomba unitaria de solvente LC-20AT, forno CTO-20A,;
degaseificador online DGU-20AS5, sistema controlador CBM-20A, injetor automatico SIL-
10AF e detector de arranjo de diodo (190-800 nm) SPD-M20A. Foi utilizada a coluna
Ascentis Express Fused Core C1g (100 mm x 4,6 mm x 2,7 um de tamanho de particula) e a
coluna de guarda Ascentis Express Cig (3,0 mm x 4,6 mm 2,7 um) da Supelco
(Pensilvania, EUA). A fase mdvel utilizada foi metanol : solu¢édo aquosa de acido formico
0,1% (v/v) (70:30, v/v) com vazdo de 1,2 mL min™, temperatura de analise de 30°C e
volume de injecdo de 10 puL. Foram monitorados para detecgdo os comprimentos de onda
de 275 nm (para a anélise do PI) e 315 nm (para a anélise do ART C). Os dados foram

analisados utilizado o software LC Solution versédo 1.25 SP1.

3.6. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA

ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA

Foi utilizado um sistema para cromatografia liquida Acquity UHPLC™ (Waters®
Corp., Milford, EUA) equipado com bomba binaria de solvente, degaseificador on-line,
auto-injetor, detector de arranjo de diodo (eLamba 800) e analisador de massa do tipo
triplo quadrupolo (TQ) (Waters® Corporation, Milford, EUA) equipado com fonte de
ionizagdo por eletrospray (ESI). Foi utilizada uma coluna Acquity™ UHPLC BEH Cis (50
mm x 2,1 mm x 1,7 um). A fase mdvel utilizada foi metanol : solucdo aquosa de acido
formico 0,1% (60:40, v/v) com vazédo de 0,3 mL min, temperatura de 30°C e injecdo de
10 pL amostra. A tensdo utilizada no ESI foi de —2,5 kV, os valores de tenséo do cone,
cone extrator e lentes, foram respectivamente de: —20; -2 e 0,2 V. A temperatura da fonte
foi de 150 °C, a temperatura de dessolvatacdo foi de 350 °C, a vazdo do gas de
dessolvatagdo (nitrogénio) foi de 650 L h' e a vazdo no cone (nitrogénio) foi de 50 L h.
A energia de colisdo (argonio) foi de 25 eV. A deteccdo foi realizada no modo SRM
(monitoramento de reacOes selecionadas), as fragmentacdes monitoradas foram, razao
massa carga, m/z 299 > 255 e m/z 299 > 200, para quantificacdo e confirmacdo,
respectivamente. Os dados foram coletados utilizando o software MassLynx versdo 3.5

(Micromass, Manchester, Reino Unido).
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3.7. MEIO MICROSSOMAL

O meio reacional microssomal foi preparado em tubo ambar e constituido de ART
C em acetonitrila (5 pL), do sistema de geracdo de NADPH (50 pL), na concentragéo final
de 5 mmol L de glicose-6-fosfato, 0,25 mmol L de fosfato de dinucleotideo de B-
nicotinamida e adenina e 0,5 unidades da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase e da
solugdo tampdo fosfato de sédio (pH 7,4; 0,1 mol L) + 0,1% (m/v) Cremophor®,
completando um volume de 200 pL. As amostras foram pré-incubadas por 10 minutos a
37°C, em banho-maria com agitacdo da marca Marconi, modelo MA093 (S&o Paulo, SP,
Brasil). O metabolismo foi iniciado pela adicdo de microssomas hepatico de ratos ou de

humanos (40 pL) e encerrado com o inicio do procedimento de preparo de amostra.

3.8. PREPARO DA AMOSTRA

A metodologia de preparo de amostra utilizada foi a extracdo liquido-liquido
(ELL). Apos a incubacdo foram adicionados ao meio microssomal 1,0 mL de cloroférmio,
200 pL de acido cloridrico (0,1 mol L) e 50 pL de PI (diclofenaco de sodio). As amostras
foram agitadas por 15 minutos a 1500 rpm em agitador orbital Vibrax VXR Basic da IKA
(Staufen, Alemanha) e centrifugadas a 1800 g por 10 minutos a 4°C em centrifuga Hitachi
HIMAC CF 15D2 (Téquio, Japdo). Em seguida, a fase organica foi coletada (750 pL),
evaporada sob fluxo de ar comprimido, a amostra foi solubilizada em 80 pL de uma
mistura metanol : &gua (50:50, v/v) e submetida a agitacdo com o auxilio do agitador de

tubos tipo mixer Phoenix, modelo AP56 (Araraquara, SP, Brasil).

3.8.1. RECUPERACAO DAELL

A recuperagdo do ART C do meio microssomal foi avaliada (n = 3) nas
concentragdes de 2,48 (baixa), 70,74 (média) e 144,26 umol L (alta). Para isso, as areas
do ART C obtidas de amostras extraidas do meio microssomal (i) foram comparadas com
as areas do ART C obtidas de amostras branco microssomais (ii) (sem o ART C)
fortificadas, apds a extracdo, com ART C. Foi admitido 100% de recuperacdo para as
amostras de branco microssomais fortificadas com o ART C (ii) e a recuperacdo das
amostras extraidas do meio microssomal (i) foram determinadas por comparacdo de areas,

com as respectivas concentragbes de ART C. A reprodutibilidade da recuperacdo da



Pagina |24

metodologia foi expressa pelo desvio padrdo relativo percentual (DPR %), admitindo-se

como aceitavel um valor inferior a 15%.

3.9. ESTUDO DE SOLUBILIDADE

Foi realizado um estudo de solubilidade do ART C nas condicGes de incubagédo no
meio microssomal, sem a adicdo de NADPH, com a finalidade de garantir que a
concentracdo de ART C adicionada ao meio microssomal fosse solivel no mesmo e,
portanto, disponivel para a metabolizacdo pelas enzimas da CYP450 dos microssomas
hepaticos.

Para isso foram avaliadas (n = 5), em tubo &mbar, as solubilidades da maior
concentragio de ART C utilizada (166,45 pmol L™ no meio microssomal) em solugdo
tampéo fosfato de sédio (pH 7,4; 0,1 mol L) e solugio tampéo fosfato de sodio (pH 7,4;
0,1 mol L) + Cremophor® 0,1% (m/v). As solucdes foram analisadas diretamente (sem
preparo de amostra) por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD) e comparadas com solucdes de ART C na mesma concentragdo
preparadas em metanol (controle), considerando 100% de solubilidade nesse solvente. Os
resultados obtidos foram comparados estatisticamente utilizando o programa GraphPad

Prism, através do teste t Student (ndo-pareado).

3.10. ESTUDO PREVIO DE ESTABILIDADE

Foi realizado um estudo prévio de estabilidade do ART C nas condicdes de
incubacdo em meio microssomal, sem a adicdo de NADPH, com a finalidade de garantir
que o ART C é estavel nas condi¢des de incubacéo.

Para isso foram avaliadas (n = 5), em tubo de ambar, concentra¢des de 14,15 pmol
Lt e 144,26 pmol L de ART C em meio microssomal nas condi¢bes de incubagdo
(37°C), durante 0 (controle), 30, 60 e 90 minutos. As amostras foram submetidas ao
procedimento de preparo de amostra e analisadas no HPLC-DAD. Os resultados obtidos
foram comparados estatisticamente utilizando o programa GraphPad Prism, através do

teste t Student (ndo-pareado).
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3.11. ESTUDO PREVIO DE METABOLISMO IN VITRO

Foi realizado um estudo previo de metabolismo in vitro do ART C empregando
microssomas hepaticos de ratos e de humanos. Nesses estudos, foram avaliadas as
concentragdes do ART C no meio microssomal de 14,15 pmol L™ e 144,26 umol L. Os
meios microssomais com a adi¢cdo de ART C foram pré-incubados por 10 minutos a 37°C.
As reacGes foram iniciadas com a adicdo de microssomas hepaticos de ratos ou de
humanos na concentragdo proteica final de 1,0 mg mL™. Controles, sem a adicdo de
NADPH e brancos, sem a adicdo do ART C foram avaliados tanto para 0s microssomas
hepaticos de ratos quanto para 0 de humanos. Apds 60 minutos, as reacdes foram
encerradas com o inicio da etapa de preparo amostra e as amostras foram analisadas no
HPLC-DAD.

3.12. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A metodologia analitica desenvolvida foi validada de acordo com o Guia de
Validacdo de Métodos Bioanaliticos (Guideline on bioanalytical method validation) da
European Medicines Agency (EMA, 2011) e o Guia de Validacdo de Métodos
Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012). Em tubos de
ensaio ambar foram adicionados 5 puL de ART C, 50 pL de &gua ultrapura, 40 pL de
microssomas hepaticos, na concentragdo proteica final de 1,0 mg mL™, e 105 pL de
solugdo tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,4) + 0,1% Cremophor®. As amostras foram
submetidas ao procedimento de preparo de amostra e analisadas. A Tabela 4 apresenta as
concentracdes de ART C, em meio microssomal, que foram utilizadas para a validacéo da

metodologia.
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Tabela 4. Concentra¢Ges de ART C em meio microssomal empregadas na validacdo analitica.

Definicéo Cnom (UM)
Limite Inferior de Quantificagéo (L1Q) 0,68
Controle de Qualidade Baixo (CQB) 2,48
Controle de Qualidade (CQ) 19,70
Controle de Qualidade Médio (CQM) 70,74
Controle de Qualidade Alto (CQA) 144,26
Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) 166,45

Cnom — concentragcdo nominal

3.12.1. SELETIVIDADE

A seletividade da metodologia foi avaliada através da analise de amostras do meio
microssomal hepéaticos de ratos e de humanos na auséncia do substrato (ART C).
Posteriormente, foi avaliada a presenca de interferentes da matriz no tempo de retencéo do
ART C e do PI.

3.12.2. LINEARIDADE E EFEITO RESIDUAL

A linearidade da metodologia foi avaliada no intervalo de concentracdo do ART C
de 0,68 — 166,45 uM. A correlacdo linear entre as concentragdes nominais e as razdes de
area do ART C e do PI foi avaliada, ponderando a curva analitica (peso 1/x), e foram
determinados o coeficiente de correlacdo (r) e a equacdo da reta, também foi avaliado o
grafico de residuos. Além disso, a adequacdo do modelo foi avaliada com a analise da
validade da regressdo e o teste de falta de ajusta (ANOVA lack of fit), calculando os
valores de F e p, para um nivel de confianca de 95% e graus de liberdade n-1. Os calculos
estatisticos foram realizados empregando o programa Minitab 16 Statistical Software.

O efeito residual (carry over) foi avaliado atraveés da analise de uma amostra
branca, seguida de uma amostra do LSQ e duas amostras brancas. Foi admitido aceitavel a
presenca de até 20% e 5% de interferentes no tempo de retencdo do ART C e do PI,

respectivamente, em comparagdo com as amostras do LIQ (EMA, 2011).



Pagina |27
3.12.3. LIMITE INFERIOR DE QUANTIFICACAO

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) foi definido como a menor concentracdo do
ART C que poderia ser determinada (n = 5) com precisao e exatidao aceitaveis (+ 20%). A
precisdo foi expressa como desvio padréo relativo percentual (DPR %) e a exatiddo como

erro relativo percentual (ER %).

DPR (%) = )S—( x 100 (Equacéo 5)

em que, s — desvio padrdo e X — média das concentracdes obtidas.

ER (%) = C”g_w x 100 (Equagcéo 6)

NOM

em que, Cexp — concentragdo experimental e Cnom — concentragdo nominal.

3.12.4. PRECISAO E EXATIDAO

Para a precisao e exatiddo da metodologia bioanalitica foram avaliadas (n = 5) nas
concentragbes de ART C de 0,68 (LIQ), 2,48 (CQB), 70,74 (CQM) e 144,26 umol L*
(CQA) no meio microssomal. A precisdo e exatiddo foram expressas na forma de desvio
padrdo relativo percentual (DPR %) e erro relativo percentual (ER %), respectivamente.

Os experimentos de precisao e exatiddo intraensaio foram realizados no mesmo dia,
ja os experimentos de precisdo e exatiddo interensaio foram realizados em trés dias
consecutivos. Curvas analiticas para a quantificacdo do ART C nesses ensaios foram
realizadas diariamente. Os resultados obtidos foram avaliados de acordo com os critérios
de aceitagéo para 0 DPR (%) e 0 ER (%), de + 20% para o LIQ e = 15% para 0 CQB, o
CQM e 0 CQA (EMA, 2011).

3.12.5. ESTABILIDADE

Foram realizados testes de estabilidade (n = 5) nas concentracgdes de 2,48 (CQB) e
144,26 pmol L' (CQA) do ART C em amostras microssomais. As amostras de
estabilidade foram quantificadas utilizando curvas analiticas preparadas no mesmo dia do
estudo. A concentragdo meédia obtida para cada concentracdo foi comparada com a

respectiva concentracdo nominal. Foram considerados aprovados no teste de estabilidade
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resultados dentro de + 15% em relacdo a concentracdo nominal. Foram avaliadas a
estabilidade nas (i) condigdes de incubagédo, no (ii) auto-injetor por 24 horas e na (iii)

exposicao a luz.

3.12.5.1.CONDICOES DE INCUBACAQO

As amostras foram submetidas as condigdes de incubacdo, ou seja, em banho-maria
a 37°C por 50 minutos. A seguir, realizou-se o procedimento de preparo de amostra e as

mesmas foram analisadas por HPLC-DAD.

3.12.5.2.AUTO-INJETOR POR 24 HORAS

As amostras foram submetidas as condigfes de incubacdo e posteriormente foi
realizado o procedimento de preparo de amostra. Apds serem solubilizadas em metanol :
H.O (1:1 v/v — solvente de injecdo), as amostras foram colocados no auto-injetor e

analisadas por HPLC-DAD, ap0és 24 horas.

3.12.5.3.EXPOSICAO A LUZ

As amostras foram preparadas em tubos de vidro transparentes, submetidas as
condi¢des de incubacdo, e posteriormente, o procedimento de preparo de amostra foi
realizado e as mesmas foram analisadas por HPLC-DAD.

3.13. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE METABOLISMO

Os seguintes parametros, (i) concentracdo de proteinas microssomais e (ii) tempo
de incubacgéo foram avaliados para determinar as condi¢6es de velocidade inicial de reacao
(Vo), para posteriormente realizar o estudo de variagdo da concentragdo do substrato e
assim determinar os parametros cinéticos enzimaticos do metabolismo in vitro do ART C,

empregando microssomas hepaticos de ratos e de humanos.

3.13.1. MICROSSOMAS HEPATICOS DE RATOS

Para a definicdo da faixa linear de deplecdo do ART C em fungéo da concentracéo

proteica microssomal, foram avaliadas trés concentragGes de ART C no meio microssomal:
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0,50 (baixa); 19,97 (média) e 69,91 pumol L (alta). Para isso, foram adicionados em tubos
de vidro ambar (n = 3) 5 uL de ART C em acetonitrila, 50 pL do sistema de geracdo de
NADPH e 105 pL de solugdo tampao fosfato de sddio (pH 7,4; 0,1 mol LY). As amostras
foram pré-incubados a 37°C em banho-maria durante 10 minutos e, a seguir, foram
adicionados os microssomas hepaticos de ratos nas concentracdes proteicas de 0,05; 0,10;
0,25; 0,50; 0,75; 1,00 mg mL™. A incubacéo foi realizada, sob agitacio a 37°C em banho-
maria durante 30 minutos. Apo6s o tempo de incubacéo ser atingido, a reacdo foi encerrada
com o inicio da etapa de preparo da amostra seguidas por injecdo no HPLC-DAD e
analisadas. Posteriormente, os dados foram plotados em um grafico de area normalizada do
ART C pelo PI versus concentragdo microssomal proteica. A regresséo linear dos dados foi
realizada e a concentracdo proteica microssomal a ser utilizada no estudo de cinética
enzimatica empregando microssomas hepaticos de ratos foi estabelecida considerando o
intervalo linear de deplecdo do ART C e 10% de deplecdo do mesmo.

Para a definicdo da faixa linear de deplecdo do ART C em funcdo do tempo de
incubagdo, foram avaliadas as concentragdes de ART C no meio microssomal de 0,50
(baixa); 19,97 (média) e 69,91 pmol L (alta). Para isso, foram adicionados em tubos de
vidro ambar (n = 3) 5 uL de ART C em acetonitrila, 50 pL do sistema de geracdo de
NADPH e 105 pL de solugdo tampdo fosfato de sddio (pH 7,4; 0,1 mol LY). As amostras
foram pré-incubados a 37°C em banho-maria durante 10 minutos e, a seguir, foram
adicionados 40 pL de microssomas hepatico de ratos, a fim de se obter uma concentracéo
proteica microssomal final de 0,50 mg mL™. A incubacio foi realizada, sob agitacdo a
37°C em banho-maria, nos tempos de 0, 5, 10, 20, 30 e 50 minutos. Apds o tempo de
incubacdo ser atingido, a reacdo foi encerrada com o inicio da etapa de preparo da amostra
e as amostras foram injetadas no HPLC-DAD. Posteriormente, os dados foram plotados em
um gréafico de area normalizada do ART C com o PI versus o tempo de incubacdo. A
regressao linear dos dados foi realizada e o tempo de incubacdo a ser utilizado no estudo de
cinética enzimatica empregando microssomas hepaticos de ratos foi estabelecido

considerando o intervalo linear de deplecdo do ART C e 10% de deplecdo do mesmo.

3.13.2. MICROSSOMAS HEPATICOS DE HUMANOS

A otimizacdo dos parametros foi otimizada empregando o mesmo procedimento
descrito no item 3.13.1. Foram avaliadas as concentracdes de ART C no meio microssomal
de 0,50 (baixa); 19,97 (média) e 69,91 umol L™ (alta). Para a otimizago da concentragio
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proteica microssomal foram avaliadas (n = 3) as concentragdes de 0; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50;
0,75 e 1,00 mg mL™ no tempo de incubacéo de 40 minutos. Para a otimizacéo do tempo de
incubagdo foram avaliados os tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 minutos na
concentragéo proteica microssomal de 0,50 mg mL*. Posteriormente foram determinadas a
concentracdo proteica e o tempo de incubagdo a serem utilizados no estudo de cinética

enzimatica empregando microssomas hepaticos de humanos.

3.14. CINETICA ENZIMATICA

O estudo de cinética enzimatica do ART C foi avaliado empregando microssomas

hepaticos de ratos e de humanos nas condi¢des Vo otimizadas no item 3.13.

3.14.1. MICROSSOMAS HEPATICOS DE RATOS

Para a cinética enzimatica do ART C empregando microssomas hepaticos de ratos
utilizou-se um valor de concentragdo proteica de 0,5 mg mL™ e tempo de incubacéo de 30
minutos. Foram avaliadas as concentracGes de ART C no intervalo de 1,41 — 166,45 pmol
L. Para isso, em tubos d&mbar (n = 3) foram adicionados 5 uL de ART C, 50 pL do
sistema de geracdo de NADPH e 105 pL de tampao fosfato de sédio (pH 7,4; 0,1 mol L?)
+ Cremophor® 0,1% (m/v). As amostras foram pré-incubados a 37°C em banho-maria
durante 10 minutos e, a seguir, foram adicionados 40 uL de microssomas hepatico de ratos
(concentracéo proteica final de 0,50 mg mL™), apds 30 minutos de incubagio as reacdes
foram interrompidas com o inicio do procedimento de preparo de amostra. As amostras
foram analisadas e quantificadas por HPLC-DAD com o auxilio de uma curva analitica
preparada no mesmo dia do estudo. As concentra¢fes nominais, de cada concentracdo de
ART C, foram subtraidas das concentracGes obtidas, de forma a se obter a concentracdo
metabolizada pelas enzimas da CYP450. A velocidade de reacdo enzimatica, para cada
concentracdo, foi determinada através da normalizacdo da concentracdo metabolizada pela
concentragdo proteica (0,5 mg mL™) e pelo tempo de incubagdo (30 minutos). Os
resultados obtidos foram plotados em grafico de velocidade de reagdo enzimatica pela
concentracdo do ART C e analisados por regressdao ndo-linear utilizando para tanto o
programa Origin 9.1 empregando modelos cinéticos enzimaticos, para se obter 0s
parametros enzimaticos do ART C frente as enzimas da CYP450 de microssomas

hepaticos de ratos.
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3.14.2. MICROSSOMAS HEPATICOS DE HUMANOS

A cinética enzimatica do ART C empregando microssomas hepaticos de humanos
foi realizado utilizando concentracéo proteica de 0,50 mg mL™ e tempo de incubagdo de 40

minutos, empregando 0 mesmo procedimento descrito no item 3.14.1.

3.15. IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS

Para o estudo de identificagdo dos metabdlitos do ART C formados foram avaliados
0s modelos de metabolismo in vitro empregando microssomas hepéaticos de ratos e de
humanos. As amostras de metabolismo (n = 10), para cada modelo microssomal avaliado,
foram preparadas e incubadas (item 3.7) individualmente. Em ambos o0s casos, 0
experimento foi realizado empregando concentragdo proteica de 1,0 mg mL™ e tempo de
incubacdo de 50 minutos. Durante o procedimento de preparo da amostra (item 3.8),
previamente a secagem da fase organica coletada, as amostras de cada modelo
microssomal foram combinadas, formando pools de amostras. Os pools de amostra foram
evaporados sob fluxo de ar comprimido, solubilizados em 80 pL de uma mistura metanol :
agua (50:50, v/v) e submetida a agitacdo com o auxilio do agitador de tubo. Controles (n =
10), sem a presenca de NADPH, também foram combinados em pools, para cada modelo
microssomal. As amostras e os controles foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa de maltiplo estagios, visando
a identificacdo dos metabolitos do ART C formados durante o metabolismo in vitro.

3.15.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO

Para os experimentos de espectrometria de massa de alta resolucdo visando a
identificacdo dos metabolitos do ART C foram realizadas analises em equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) da marca Shimadzu® (Kyoto, Japdo),
composto de bombas de alta pressao (LC-20AD), degaseificador (DGU-20A3), injetor com
amostrador de 100 uL (SIL-20A HT), detector espectrofotométrico de arranjo de diodo
SPD-M20A (200 a 600 nm), mddulo de comunicacdo (CBM-20A) e forno para coluna
(CTO-20A). Foram utilizadas a coluna Ascentis Express Fused Core Cig (100 mm x 4,6
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mm X 2,7 um de tamanho de particula) ¢ a coluna de guarda Ascentis Express C1g (3,0 mm
X 4,6 mm 2,7 um) da Supelco (Pensilvania, EUA). A fase movel utilizada foi metanol :
solugdo aquosa de acido formico 0,1% (v/v) (70:30, v/v) com vazdo de 1,2 mL min¥,
temperatura de analise de 30°C e volume de injecdo de 10 pL. O HPLC foi acoplado a um
espectrdmetro de massa micrOTOF Il - ESI-ToF Bruker Daltonics® (Billerica,
Massachusetts, EUA). Conforme descrito no item 3.4.1 o equipamento foi calibrado com
uma solucdo de 4cido trifluoroacético sodiado (Na-TFA) a 10 mg mL™. Os espectros foram
adquiridos em modo negativo, empregando ionizacdo por eletrospray (ESI) e analisador de
massas do tipo tempo de voo (TOF). Capilar —3500 V; end plate 500 V; skimmer (1) 40 V;
skimmer (2) 22 V; hexapolo (1) 23 V; hexapolo RF 80 V; temperatura do gas de secagem
(N2) 200°C; vazdo do gas de secagem 9 L min™ e pressdo 4 Bar. O programa empregado
na aquisicdo dos dados foi o software Bruker Compass DataAnalysis 4.1 (Bremen,

Alemanha).

3.15.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSA DE MULTIPLOS ESTAGIOS

Para os experimentos de espectrometria de massa de multiplos estagios visando a
identificacdo dos metabdlitos do ART C foram realizadas analises em um sistema para
cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Shimadzu® (Kyoto, Jap&o), composto de
bombas de alta presséo (LC-20AD), degaseificador (DGU-20A3), injetor com amostrador
de 100 pL (SIL-20A HT), detector espectrofotométrico de arranjo de diodo SPD-M20A
(200 a 600 nm), moédulo de comunicacdo (CBM-20A) e forno para coluna (CTO-20A).
Foram utilizadas as mesmas condi¢Ges cromatograficas descritas no item 3.15.1. O HPLC
foi acoplado a um espectrémetro de massa amaZon-SL ion trap (IT) Bruker Daltonics®
(Billerica, Massachusetts, EUA). Os espectros foram adquiridos em modo negativo,
empregando IES, e analisador de massas do tipo ion trap. Capilar —-3500 V; end plate 500
V; temperatura do gas de secagem (N2) 275°C, vazdo do gas de secagem 7 L min? e
pressdo 30 psi. O programa empregado na aquisicdo dos dados foi o software Bruker
Compass Data Analysis 4.1 (Bremen, Alemanha).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE DO PADRAO ANALITICO

E de extrema importancia confirmar que o padrdo analitico adquirido, o qual sera
utilizado em pesquisas qualitativas e quantitativas, é de fato o composto quimico alvo do
estudo, pois assim evita-se que resultados analiticos errbneos e enganosos sobre o
respectivo composto sejam publicados (KELMAN; WRIGHT, 2012). A utilizagdo de
técnicas analiticas, como a espectrometria de massa de alta resolugdo, a ressonancia
magnética nuclear, o infravermelho e a termogravimetria sdo ferramentas importantes para
se avaliar a identidade e a pureza do padrao analitico em quest&o.

Como o padrao analitico do ART C obtido (Wako) foi isolado da prépolis, foram
realizadas analises do mesmo por espectrometria de massa de alta resolucdo e por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para confirmar a identidade do composto

adquirido e seu grau de pureza.

4.1.1. ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO

A utilizacdo da espectrometria de massa com analisador do tipo quadrupolo —
tempo de voo (Q-TOF) permite a obtencdo da massa nominal exata do composto quimico
analisado e, dessa forma, € possivel a identificacdo da formula quimica do mesmo. O
espectrometro de massa utilizado possui como fonte de ionizagdo o eletrospray (ESI) e,
dessa forma, foi possivel obter o espectro de massas de alta resolucdo do ART C no modo
de negativo de ionizacao (Figura 5) e no modo positivo de ionizacdo (Figura 6).

No modo negativo o Unico ion detectado foi 0 m/z 299,1641; o qual foi usado como
0 ion diagnostico [M-H]. No modo positivo foram detectados os ions m/z 339,1350;
323,1614 e 301,1795; os quais também foram usados como ions diagnosticos do [M+K]",

[M+Na]* e [M+H]", respectivamente.
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Figura 5. Espectro de massas do ART C em alta resolucdo no modo negativo. Espectrémetro de massa micrOTOF II-ESI-Q-TOF, voltagem do capilar e do

end plate —3500 V e 500 V, respectivamente.
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Figura 6. Espectro de massas do ART C em alta resolucdo no modo positivo. Espectrometro de massa micrOTOF 1I-ESI-Q-TOF, voltagem do capilar e do
end plate 3500 V e -500 V, respectivamente.
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A Tabela 5 apresenta as formulas quimicas propostas para os ions detectados, com
0 respectivo erro (ppm) em relagdo a massa exata da formula quimica proposta, calculado
de acordo com a (Equacéo 7).

M/Zgcurada—M/Zexata x 106

m/Zexata

Erro (ppm) = (Equacéo 7)

em que, M/Zacurada — razdo massa carga obtida experimentalmente e M/zexata — razdo massa carga
tedrica.

Tabela 5. Resultados da analise de espectrometria de massa de alta resolu¢do do padrao analitico
de ART C.

lon Diagnostico  Formula Quimica  m/z Acurada m/z Exata Erro (ppm)
[M+H]* Ci19H2503" 301,1795 301,1798 1,89
[M+Na]* C1oH2403sNa* 323,1614 323,1618 1,00
[M+K]* C19H2403K* 339,1350 339,1357 2,00
[M-H] Ci19H2305 299,1641 299,1647 -2,00

As anélises por espectrometria de massa de alta resolugdo do padrdo analitico
avaliado, permitiram a identificacdo com alta exatid&o (erros relativos maximos de 2 ppm)
da formula quimica do composto avaliado (C19H2403). Como a férmula quimica obtida €
mesma do ART C (Figura 1), pode-se concluir que 0 composto quimico presente no padrao
analitico é o ART C ou também algum isémero do mesmo.

Como o analisador de massa utilizado foi um analisador sequencial do tipo
quadrupolo — tempo de voo, também foi possivel observar a presenca de fragmentos do ion
molecular no espectro de massa obtidos, esses sdo oriundos da fragmentacdo do ART C na
fonte de ionizacdo ou no analisador quadrupolo do Q-TOF (Figura 6) (os resultados dos

estudos de fragmentacdo do ART C serdo discutidos no item 4.11.2).

4.1.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

A ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN !H) é uma técnica
importante para a identificacdo de composto quimicos, pois as analises podem ser

realizadas facilmente, obtendo resultados que fornecem importantes informacGes
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estruturais do composto analisado e a0 mesmo tempo como € uma técnica de analise ndo
destrutiva, & possivel recuperar o padrdo analitico submetido a analise (KELMAN;
WRIGHT, 2012).

No espectro de RMN H é possivel obter informagdes sobre os grupos funcionais
presentes no composto, através dos sinais de deslocamento quimico; a conectividade
estrutural desses grupos funcionais, através dos padrBes e constantes de acoplamento e,
além disso, € possivel sugerir o numero de hidrogénios correspondentes a cada sinal,
atraves da integracdo dos sinais (HUANG et al., 2007). Dessa forma, é aconselhavel que
padrdes analiticos quando adquiridos sejam submetidos a esse tipo de analise (KELMAN;
WRIGHT, 2012). A Figura 7 apresenta o espectro de RMN ‘H do ART C.

A Tabela 6 apresenta os resultados experimentais obtidos na analise de RMN H do

padrdo analitico do ART C comparados com os dados existentes na literatura.

Tabela 6. RMN *H do ART C.

Experimental UTO et al., 2002 AGA et al., 1994
7,70 (d, 1H, J = 15,9 Hz) 7,69 (d, 1H, J = 15,6 Hz) 7,69 (1H, d, J = 15,9 Hz)
7,23 (s, 2H) 7,20 (s, 2H) 7,20 (2H, s)
6,29 (d, 1H, J = 15,6 Hz) 6,29 (d, 1H, J = 15,6 Hz) 6,29 (1H, d, J = 15,9 Hz)
5,31 (m, 2H) 5,31 (t, 2H, J = 6,8 Hz) 5,31 (2H, br. t)
3,35 (d, 4H, J = 7,2 Hz) 3,35 (d, 4H, J = 6,8 Hz) 3,35 (4H, br. d, J = 7,2 Hz)
1,79 (s, 6H) 1,79 (6H, s)
1,79 (12 H)
1,78 (s, 6H) 1,78 (6H, s)

Como pode ser observado na Tabela 6, 0 espectro de RMN *H obtido para o padrdo
analitico avaliado corrobora com os espectros de RMN H do ART C existentes na
literatura, comprovando que o padrdo analitico adquirido da Wako é realmente o ART C.
Como a estrutura quimica do ART C possui uma dupla ligacdo carbono-carbono (Figura 1)
0 mesmo possui um isdmero cis/trans, que possuiria 0S Mmesmos sinais no espectro de
RMN 'H, porém como a constante de acoplamento J (H, H) do sinal obtido, referente aos
hidrogénios vicinais a dupla ligacdo na andlise foi de 15,6 Hz, caracteristica de compostos
trans (CONSTANTINO, 2006) pode-se concluir que o Unico isdbmero presente no padrdo
analitico é 0 ART C.
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Figura 7. Espectro de RMN 'H do ART C. Espectrometro Bruker® - Modelo DRX500 - Ultra Shield®, com magneto de 11,74 T e sonda multinuclear de

deteccdo inversa (1H: 500,13 MHz e 13C: 125,77 MHz).
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Portanto, utilizando-se as tecnicas de espectrometria de massa de alta resolucdo e
de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio comprovou-se que o padrdo analitico,
adquirido da Wako, é realmente o0 ART C e que 0 mesmo se encontra livre de impurezas

em quantidades significativas.

4.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A metodologia analitica de separacdo e quantificacdo do ART C foi desenvolvida
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
(HPLC-DAD) no modo fase reversa. Para isso, utilizando-se a coluna Ascentis Express
Fused Core Cig, foram avaliados como fase mdvel distintas proporcdes de metanol,
acetonitrila e solucdo aquosa de &cido férmico. O objetivo foi obter condi¢des adequadas
de andlise para os estudos de metabolismo in vitro, ou seja, curto tempo de anélise e
capacidade de separar o ART C dos possiveis metabolitos formados e interferentes
microssomais.

Como os possiveis metabdlitos formados devem possuir caracteristicas mais
polares do que o ART C e a metodologia empregada foi 0 modo fase reversa, em que
composto mais polares eluem primeiramente, os metabdlitos formados possuiram tempo de
retengdo menor do que o do ART C. Dessa forma, buscou-se uma condicdo de analise em
que o tempo de retencdo do ART C fosse relativamente baixo (menor que 10 minutos),
mas que fosse possivel separa-lo dos seus possiveis metabolitos. Dentre os compostos
avaliados para serem utilizados como padréo interno (PI), o diclofenaco de sddio foi o que
apresentou melhores resultados e, portanto, foi escolhido para ser utilizado. A Tabela 7

mostra as condicOes de analise empregadas para analise do ART C e o Pl por HPLC-DAD.

Tabela 7. CondicGes de analise cromatogréfica no HPLC-DAD.

Parametro Condicéo otimizada

Coluna Ascentis Express Fused Core C18 (100 mm x 4,6 mm x 2,7 um)
Fase Movel Metanol: Solucgdo acidificado de acido férmico 0,1% (70:30 v/v)
Vazdo 1,2 mL min?

Temperatura de analise 30°C
Volume de injecéo 10 uL
Deteccdo 315 nm (ART C) e 275 nm (PI)
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Como pode ser observado no cromatograma Figura 8, a metodologia analitica de
separagdo e quantificagdo por HPLC-DAD desenvolvida cumpriu com 0s objetivos
necessarios para a anélise do ART C, tempo de anélise total de 8 minutos com 0 ART C e
0 PI possuindo tempos de retencdo de 6,8 e 4,1 minutos, respectivamente; e sendo

provavelmente capaz de separar os possiveis metabdlitos formados.

ART C
]

_________________________________________________________________________________

AR R

Figura 8. Cromatograma da analise do ART C por HPLC-DAD em (A) 315 nm ( ) e em (B)
275 nm ( ) — (1) produto de degradacéo do ART C. Condigdes analiticas na Tabela 7.

Além disso, é possivel observar a presenca de interferente na analise (Figura 8) no
tempo de retencdo de 5,9 minutos. Como foi confirmado, pelas anélises item 4.1, 0 padréo
analitico do ART C adquirido da Wako apresenta uma elevada pureza, portanto, o
interferente presente na analise deve ser um produto de degradacdo do ART C, que
possivelmente é formado durante o preparo e utilizacdo da solucdo padrdo, e/ou durante o

armazenamento desse analito.

4.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRAEFICIENCIA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSA

Com o intuito de aumentar a seletividade e a sensibilidade da analise foi, também,
desenvolvida uma metodologia analitica de separacdo empregando a cromatografia liquida
de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massa (UHPLC-MS), com analisador de

massa do tipo triplo quadrupolo (TQ), a partir das condi¢des cromatogréficas utilizadas no
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HPLC-DAD (item 4.2). Foram realizados ajustes na vazdo empregada e na proporcao dos
solventes utilizados na fase movel (Tabela 8).

A seguir, os modos positivo e negativo de ionizagcdo por eletrospray foram
avaliados. No modo positivo de ionizacdo o ion molecular [M+H]* do ART C possui m/z
de 301 e no modo negativo de ionizacao o ion molecular [M-H] do ART C possui m/z 299.
O modo negativo de ioniza¢do se mostrou mais sensivel e, portanto, foi o escolhido para
ser utilizado.

Ap0s isso, avaliou-se a energia de colisdo utilizada, de forma que fosse possivel
observar a formacéo dos fragmentos do ART C de maior intensidade. Foram avaliadas as
energias de colisdo de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 eV. Como ilustra a Figura 9 a energia de
colisdo mais adequada para essas condicOes foi de 25 eV.

Definidos 0 modo de ionizacdo e a energia de colisdo utilizados na metodologia,
foram selecionadas as fragmentacdes que seriam monitoradas para a detec¢do empregando
0 modo SRM (Monitoramento de Reacgdes Selecionadas). Como pode ser observado na
Figura 9, os ions filhos do ART C que apresentam a maior intensidade sdo os ions m/z 200
e m/z 255, portanto as transicdes m/z 299 > 255 e m/z 299 > 200 foram selecionadas para
quantificacdo e confirmacéo, respectivamente.

A Tabela 8 mostra as condic¢des de analise empregadas no UHPLC-MS.

Tabela 8. Condigdes de anélise cromatografica no UHPLC-MS.

Parametro Condicéo otimizada

Coluna AcquityTM UHPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Fase Mdvel Metanol : Solugéo acidificada de &cido formico 0,1% (60:40 v/v)
Vazéo 0,3 mL min*

Temperatura de anélise 30°C

Volume de injecédo 10 uL
Eletrospray —2,5kV
Energia de coliséo 25eV

SEM m/z 299 > 255 (quantificacdo) e m/z 299 > 200 (confirmacéo)
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Figura 9. Avaliacdo das energias de colisdo para a fragmentacdo do ART C no modo negativo. Espectrémetro de massa do tipo triplo quadrupolo (TQ)

(Waters® Corporation, Milford, EUA), tensdo de —2,5 kV.



Pagina |43

A Figura 10 ilustra o cromatograma da analise do ART C no UHPLC-MS
empregando o0 modo SRM de detecgéo. O tempo de retengdo do ART C foi de 7,3 minutos.

ART C

100

0 T T T T T T T T T T T T 1 T
500 a.00 7.00 BOO 8.00 10.00 11.00

Figura 10. Cromatograma da analise do ART C no UHPLC-MS no modo SRM (m/z 299 > 255
para quantificacdo e m/z 299 > 285 para confirmacéo) — (1) produto de degradacdo da solucéo
padrdao do ART C. Condi¢des analiticas na Tabela 8.

Como pode ser observado no cromatograma da Figura 10, foi identificado a
presenca de um interferente na analise, com tempo de retencdo de 6,1 minutos, que possuli
a mesma m/z que o ART C e, também, as mesmas fragmentacdes selecionadas no modo
SRM de deteccdo. Esse interferente, que também foi observado na analise por HPLC-
DAD, conforme discuto item 3.5, € possivelmente um produto de degradacdo da solucédo
padrdo do ART C. Como esse interferente possui a mesma m/z e fragmentagdes do ART C
é possivel concluir que 0 mesmo é um isébmero do mesmo, que é formado a partir da
degradacdo do ART C na solucédo padrdo do mesmo.

Ap6s o desenvolvimento das duas metodologias analitica, HPLC-DAD e UHPLC-
MS, optou-se por utilizar a primeira, pois apesar da metodologia de UHPLC-MS possuir
maior seletividade e sensibilidade, também foi possivel observar a presenca do mesmo
interferente na andlise. A metodologia de HPLC-DAD desenvolvida cumpriu as exigéncias
necessarias para as analises do estudo de metabolismo in vitro do ART C e, além disso, 0
equipamento para a execucao da mesma era mais acessivel e possuia maior disponibilidade

de uso.
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4.4. PREPARO DE AMOSTRA

A amostra em estudos de metabolismo in vitro € o0 meio microssomal, que é uma
matriz bioldgica relativamente complexa; desta forma, foi necesséario o desenvolvimento
de uma metodologia de preparo de amostra, para tornar a amostra compativel com a
técnica de analise utilizada. A metodologia de preparo de amostra escolhida para ser
utilizada nos estudos de metabolismo do ART C foi a extragdo liquido-liquido (ELL), que
se baseia no equilibrio de particdo do analito entre duas fases imisciveis.

A ELL apresenta como vantagens a sua simplicidade, a diversidade de solventes
organicos puros disponiveis comercialmente, a possibilidade de pré-concentracdo da
amostra e a capacidade de precipitar as proteinas presentes no meio microssomal
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001), o que a torna compativel com a analise por
HPLC-DAD e MS. Porém, a ELL apresenta como desvantagens a baixa eficiéncia de
extracdo para analitos com alta afinidade pela agua, as impurezas presentes no solvente
extrator podem ser concentradas com o analito e a toxicidade dos solventes organicos
empregados (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A escolha adequada do solvente orgénico utilizado e o ajuste do pH da amostra séo
os fatores mais importantes a serem avaliados para se obter uma boa recuperacdo do
analito. As caracteristicas fisico-quimicas do analito devem, portanto, ser conhecidas para
que as condi¢des de extracdo sejam ajustadas. A

Tabela 9 apresenta algumas caracteristicas fisico-quimicas do ART C (SCIFINDER
WEB, 2015).

Tabela 9. Algumas caracteristicas fisico-quimicas do ART C.

Parametro Valor
pKa 4,69 +0,10
log P 4,670 + 0,391

Como o ART C é um composto &cido, o ajuste do pH da amostra para valores
menores que o do seu pKa, resulta em maiores valores de recuperagéo, pois nessa condi¢ao
0 ART C estara na sua forma protonada (molecular) favorecendo a particdo do analito da

fase aquosa para a fase organica. Dessa forma, o pH da amostra foi ajustado com a adicéo
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de 200 pL de acido cloridrico 0,1 mol L%, resultando em um pH da amostra de
aproximadamente 3.

Como as amostras dos estudos de metabolismo séo aquosas, um solvente organico
com caracteristicas apolares deve ser utilizado como solvente extrator. Os solventes
organicos avaliados foram acetato de etila, cloroférmio, diclorometano, hexano, hexano :
isopropanol (50:50, v/v), hexano : isopropanol (75:25, v/v) e éter metil terc-butilico
(Figura 11).

Eter Metil Terc-Butilico - —
Hexano : Isopropanol (75:25) 4 —

Hexano : Isopropanol (50:50) -JH
Hexano - -

Diclorometano - H
Cloroférmio
Acetato de Etila =
0 50 100

% Recuperacéo

Figura 11. Avaliacdo do solvente extrator na ELL do ART C (n =4).

Como pode ser observado na Figura 11, dentre os solventes organicos avaliados
para a extracdo do ART C do meio microssomal, o cloroférmio foi o solvente extrator que
apresentou o melhor valor de recuperacdo (~ 97%) e seletividade adequada para a analise
das amostras microssomais.

A utilizacdo da padronizacdo interna é de extrema importancia em métodos
bioanaliticos de preparo de amostra visando a diminuigdo de erros experimentais. O padrao
interno deve possuir caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao analito de interesse,
para que possa ser efetivamente extraido nas mesmas condigdes estabelecidas. Dessa
forma, o diclofenaco de sodio, analito com caracteristica acida, pKa de 4,2 e Log P de 4,5,
foi utilizado como PI para as analises do ART C em meio microssomal na concentracdo de

50 ug mL™. A Tabela 10 apresenta as condicdes finais da ELL.



Tabela 10. Condicdes finais da ELL.
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Parametro Condicéo
Volume de amostra 200 pL
Volume de acido cloridrico 0,1 mol L™ 200 pL

PI (diclofenaco de sddio) (50 pg mL™) 50 pL

Solvente extrator (volume)
Tempo de extracao
Velocidade de agitacdo
Centrifugacao

Volume de fase organica coletada

Cloroférmio (1 mL)

15 minutos

1500 rpm

1800 x g/ 10 minutos / 4°C

750 UL

A Figura 12 ilustra os cromatogramas no HPLC-DAD da extracdo do ART C nas

condicdes finais da ELL empregando microssomas hepaticos e o branco microssomal (sem

adicdo do ART C), nos comprimentos de onda de 315 e 275 nm.

120 PI
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Figura 12. Cromatogramas no HPLC-DAD da extracdo do ART C nas condicGes finais da ELL

empregando microssomas hepaticos de ratos (A) 315 nm (__ ), (B) 275 nm (__ ), o branco
microssomal de ratos (C) 315 nm (__ ), (D) 275 nm (__ ) e o branco microssomal de humanos (E)

315 nm (

), (F) 275 nm (__ ). Condigdes analiticas na Tabela 7.
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Como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 12, a metodologia analitica
de preparado de amostra desenvolvida cumpriu com o0s objetivos necessarios para a
realizacdo dos estudos de metabolismo in vitro, tornando a amostra compativel com o

sistema de analise (HPLC-DAD) com seletividade e recuperacao adequadas.

4.4.1. RECUPERACAO DAELL

A recuperacao da metodologia de preparo de amostra é a capacidade da mesma em
extrair o analito da amostra que o contém. Foram avaliadas amostras em 3 niveis de
concentracdo (baixo, médio e alto) que foram comparadas com amostras brancas de meio
microssomal fortificadas com o ART C ap0s a extracao.

Os valores de recuperacdo da extracdo obtidos foram de 94, 99 e 103% para a
concentracdo baixa, média e alta, respectivamente, com desvios padrbes relativos
aceitaveis (menores que 15 %), o que indica que a metodologia de extracdo possui uma

reprodutibilidade adequada.

Tabela 11. Recuperagédo da ELL (n = 3).

Crom (UM) Rec (%) DPR (%)
2,48 94 13
70,74 99 4

144,26 103 10

Cnom — Concentracdo nominal
Rec — Recupera¢éo
DPR (%) — Desvio padrdo relativo percentual

4.5. ESTUDO DE SOLUBILIDADE

Durante o desenvolvimento de farmacos é importante avaliar a solubilidade do
composto quimico estudado, pois a baixa solubilidade do mesmo pode comprometer
resultados em outros experimentos, afetando significativamente o desenvolvimento do
mesmo como farmaco (ALSENZ; KANSY, 2007). A avaliacdo da solubilidade do ART C
é um parametro fundamental a ser avaliado previamente a realizacdo do estudo cinético de

metabolismo in vitro. E necessario garantir que todo ART C adicionado ao meio
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microssomal esteja disponivel (soltvel) nas condi¢des de incubacdo para a metabolizacdo
pelas enzimas da CYP450, para que os resultados obtidos sejam fidedignos.

Os resultados do estudo de solubilidade mostraram que a solugcdo de ART C
(166,45 pmol L) em solucio tampéo fosfato de sodio (pH 7,4; 0,1 mol L) apresentou
solubilidade de aproximadamente 90% em relacdo ao controle (metanol) (Figura 13). A
andlise estatistica comprova que existem diferencas significativas (p > 0,05) na
solubilidade do ART C em solugdo tampdo fosfato (pH 7,4; 0,1 mol L) e no controle,

metanol.

Tp. Fosf. +0,1% Crem. p=0,3295

Tp. Fost. p=10,0015

Controle (Metanol)

0 20 40 60 8 100
Solubilidade (% )

Figura 13. Avaliacéo da solubilidade do ART C (166,45 pumol L) em solugdo tampédo fosfato de
sédio (pH 7,4; 0,1 mol L?), solugdo tampdo fosfato de sédio (pH 7,4; 0,1 mol L) + 0,1% (m/v)
Cremophor® e solucédo tampéo fosfato de sodio (pH 7,4; 0,1 mol L) + 0,1% (m/v) Cremophor® +
2% (v/v) acetonitrila (p > 0,05).

O uso de solventes organicos € muito empregado para aumentar a solubilidade de
compostos quimicos com baixa solubilidade. Porém, sabe-se que em estudos de
metabolismo in vitro, o emprego de solventes organicos pode interferir prejudicialmente na
atividade enzimética das enzimas da CYP450, influenciando significativamente nos
resultados obtidos (LI et al., 2010). Visando aumentar a solubilidade do ART C no meio
microssomal, sem prejudicar a atividade das enzimas da CYP450 optou-se pela utilizacdo
de tensoativos no meio microssomal.

Randall, Cheng e Kotchevar (2011) reportaram que a adi¢io de Cremophor®, um
agente solubilizante, em meio microssomal até a concentracdo de 0,25% (m/v) ndo causa
prejuizo a atividade das enzimas da CYP450 e, portanto, ndo afeta 0 metabolismo do ART
C. Dessa forma, avaliou-se a adi¢o de 0,1% (m/v) de Cremophor® ao meio microssomal e

os resultados obtidos foram satisfatorios, com o ART C possuindo 100% de solubilidade
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no meio microssomal com 0,1% de Cremophor® (Figura 13). A andlise estatistica

comprovou gque ndo existem diferencas significativas em relagdo ao controle (p > 0,05).

4.6. ESTUDO PREVIO DE ESTABILIDADE

E necessario garantir que o ART C seja estavel nas condicdes de incubacio e
metabolismo, para garantir que qualquer decaimento da concentracdo do substrato avaliado
seja ocasionado pela atividade enzimatica das enzimas da CYP450. Para isso, 0 estudo da
estabilidade foi realizado em concentragdes de 14,15 umol L e 144,26 pmol L de ART
C, sem a adi¢do do cofator NADPH. A Figura 14 apresenta os resultados obtidos no estudo

prévio de estabilidade do ART C nas condicdes de incubacéo.

A p=02381 B p =0,0043 p = 0,2007
_ 100- T
(6] [&]
|—
e i
<L < 50+
L ES
: 0- .
Controle 30 80 90 Controle 30 60 90
Tempo de Incubagéo (minutos) Tempo de Incubagéo (minutos)

Figura 14. Avaliagdo da estabilidade do ART C nas condigdes de incubacdo nos tempos de 30, 60
e 90 minutos, A) 144,26 umol L e B) 14,15 umol L™ (p > 0,05). Temperatura de incubacgdo: 37°C.

Os resultados obtidos mostraram que ndo ocorreu nenhuma variacdo significativa
(comprovado por analises estatisticas, p > 0,05) na concentracdo do ART C, quando
submetido as condi¢cdes de incubacdo por até 90 minutos em ambas as concentracdes
avaliadas. Esse resultado assegura que o ART C é estavel nas condi¢des de incubacédo e
que, portanto, qualquer diminuicdo da concentracdo do mesmo durante os estudos de
metabolismo in vitro é oriunda da atividade das enzimas da CYP450. Durante a etapa de
validacdo analitica a estabilidade do ART C nas condi¢bes de incubacdo serd um dos

parametros avaliados (item 3.12.5.1).
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4.7. ESTUDO PREVIO DO METABOLISMO IN VITRO

Um estudo prévio de metabolismo in vitro do ART C foi realizado com o objetivo
de avaliar a capacidade das enzimas da CYP450 presentes em microssomas hepaticos de
ratos e/ou de humanos em metabolizar o ART C e, possivelmente formar algum metabdlito
do mesmo. E importante avaliar previamente o metabolismo in vitro de um substrato antes
da execucdo de estudos de determinacdo de parametros cinéticos enzimaticos e de
identificacdo de metabdlitos formados, para garantir que as condi¢fes de incubacdo estdo
corretamente definidas. A concentragdo proteica utilizada foi de 1,00 mg mL™ e o tempo
de incubagdo foi de 60 minutos para ambas as espécies.

A Figura 15 apresenta 0s cromatogramas dos estudos de metabolismo in vitro do
ART C, na concentragdo de 144,26 pmol L, empregando microssomas hepaticos de ratos,

assim como o branco microssomal e o respectivo controle.

ARTC

™M1
M2
PI 1
. AN I\&l A
P B
\—_ —U‘\____,_,_,__._,_,_ S —— e e —————————]
H c
0.0 ' 1.0 ' 2.0 30 ' a0 ' 5.0 ' 6.0 ' 7.0 ' 8.0

minutos

Figura 15. Cromatogramas do estudo prévio de metabolismo do ART C (144,26 pmol L?)
empregando microssomas hepéticos de ratos - (A) Metabolismo (__); (B) Controle, sem a adicéo
de NADPH (__); (C) Branco, sem a adicdo do ART C (__ ) — (M1) possivel metabdlito 1; (M2)
possivel metabodlito 2; (1) produto de degradacdo da solugdo padrdo do ART C. Condiches
analiticas na Tabela 7.

A Figura 16 apresenta 0os cromatogramas dos estudos de metabolismo in vitro do
ART C, na concentragio de 144,26 pmol L, empregando microssomas hepaticos de

humanos assim como o branco microssomal e o respectivo controle.
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Figura 16. Cromatogramas do estudo prévio de metabolismo do ART C (144,26 pmol L%)
empregando microssomas hepaticos de humanos - (A) Metabolismo (__ ); (B) Controle, sem a
adicdo de NADPH (__); (C) Branco, sem a adicdo do ART C (___) — (M1) possivel metabolito 1;
(M2) possivel metabdlito 2; (1) produto de degradagdo da solucdo padrdo do ART C. Condicles
analiticas na Tabela 7.

A Tabela 12 apresenta as porcentagens de metabolizacdo do ART C nas
concentracdes de 14,15 umol Lt e 144,26 umol L empregando microssomas hepéticos de
ratos e de humanos. Os controles foram considerados como 0% de metabolismo do ART
C.

Tabela 12. Porcentagem de metaboliza¢do do ART C (n = 3).

Concentracdo do ART C (umol LY)

Microssomas Hepaticos

14,15 144,26
Ratos 26+x1% 40+1%
Humanos 10£2% 24+1%

Comparando-se 0s respectivos com os controles, as enzimas da CYP450 presentes
nos microssomas hepaticos de ratos foram capazes de metabolizar o ART C em uma maior
intensidade, em comparacdo com as enzimas da CYP450 presentes nos microssomas
hepéticos de humanos. Além disso, foi observada a formacéo de ao menos dois possiveis
metabdlitos (M1 e M2) do ART C em ambas as espécies avaliadas. O tempo de retencao
de M1 foi de 2,4 minutos e o de M2 foi de 2,7 minutos. Como 0s possiveis metabolitos do
ART C formados possuem tempo de retencdo menor do que o ART C e, além disso, a
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metodologia de analise empregada foi a cromatografia liquida de eficiéncia no modo fase
reversa, pode-se concluir que ambos os metabdlitos formados sdo mais polares do que o
ART C, como esperado.

O estudo preliminar de metabolismo in vitro do ART C provou que o emprego de
microssomas hepaticos de ratos e de humanos sdo modelos vidveis para o estudo de
metabolismo do ART C, possuindo potencial para serem utilizados na determinacdo dos

parametros cinéticos enzimaticos e na identificacdo dos possiveis metabolitos formados.

4.8. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo analitica € uma etapa essencial no desenvolvimento da metodologia
analitica desenvolvida, pois é importante garantir que o método desenvolvido seja
adequado ao estudo proposto (BONFILIO et al., 2012). Como nédo existe um guia de
validacéo analitica para estudos de metabolismo in vitro, a metodologia analitica de anélise
do ART C em microssomas hepaticos foi validada de acordo com o Guia de Validacdo de
Métodos Bioanaliticos (Guideline on bioanalytical method validation) do European
Medicines Agency (EMA, 2011) e o Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012). Os parametros avaliados
foram seletividade, efeito residual, linearidade, limite inferior de quantificacéo, preciséo e
exatiddo intra- e interdia, recuperacdo e estabilidade.

A metodologia analitica foi validada empregando microssomas hepaticos de ratos.
Em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, os slopes das curvas analiticas em
meio microssomal de ratos e de humanos ndo apresentaram diferencas significativas e,
dessa forma, é mais viavel a utilizacdo de microssomas hepaticos de ratos para a validagédo

da metodologia analitica.

48.1. SELETIVIDADE

A seletividade adequada da metodologia analitica é de suma importancia para se
obter resultados confidveis, pois garante que a matriz ndo possui nenhum componente
enddgeno que possa ser um interferente na analise do ART C e do Pl (EMA, 2014). Como
pode-se observar na Figura 17, a metodologia analitica desenvolvida se mostrou seletiva, ja
que ndo foi observada a presenca de nenhum interferente oriundo da matriz (meio

microssomal) no mesmo tempo de retengéo que o do ART C ou o do PI.
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1 ART C

Figura 17. Seletividade da metodologia analitica — Cromatogramas no HPLC-DAD da extracéo do
ART C nas condicfes finais da ELL empregando microssomas hepéticos de ratos (A) 315 nm
(__ ), (B) 275 nm (__), o branco microssomal de ratos (C) 315 nm (__ ), (D)275nm(__)eo
branco microssomal de humanos (E) 315 nm (), (F) 275 nm (__ ). CondicGes analiticas na
Tabela 7.

4.8.2. LINEARIDADE E EFEITO RESIDUAL

A linearidade da metodologia analitica € a capacidade da mesma em fornecer,
dentro de um determinado intervalo, resultados diretamente proporcionais ou proporcionais
de acordo com transformacGes matematicas a concentracdo nominal do analito na amostra
(RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARLA-BROCH, 2012).

O intervalo avaliado na metodologia analitica desenvolvida foi de 0,68 — 166,45
umol L. Realizando-se a regressdo linear, empregando o método dos minimos quadrados
sem ponderagdo, ndo foi possivel assegurar a linearidade da metodologia, pois ndo foi
possivel assegurar exatiddo (ER % > 15%) adequada para todas as concentracdes
avaliadas.

Almeida, Castel-Branco e Falcdo (2002) mostraram que na validacdo de métodos
bioanaliticos a utilizacdo de ponderacdo para a andlise da regressdo linear é uma
ferramenta importante que pode ser utilizada para garantir a linearidade da metodologia
desenvolvida. Sendo assim, foram realizadas regressfes lineares com ponderagdes de

diferentes pesos 1/x, 1/x? e 1/x*2. A ponderagio com peso de 1/x foi a que apresentou os
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resultados mais satisfatorios (menor > ER %), sendo que os resultados se encontram dentro
dos valores especificados pelos guias de validagdo, com precisédo (DPR %) e exatiddo (ER
%) de £ 15% e coeficiente de correlacdo maior (r) que 0,99 (Tabela 13) (ANVISA, 2012;
EMA, 2011), comprovando que a metodologia analitica apresenta linearidade adequada

para a quantificacdo do ART C nos estudos de metabolismo in vitro.

Tabela 13. Linearidade (n = 5).

Analito Intervalo (UM) Equacéo linear r
0,68 — 166,45 y =0,0312 x — 0,0149 0,9991
Conc. ART C (M) ER (%) DPR (%)
0,68 -3 12
2,48 -1 14
Artepelin C

19,70 2 9
70,74 2 3
144,26 0 5
166,45 -1 4

r — coeficiente de correlagéo

20-
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Figura 18. Erro relativo percentual (ER %) vs Conc. ART C, utilizando a regresséo linear com
ponderacédo 1/x.

Para o teste de validade da regressdo o valor de F calculado foi maior que o valor
critico (2,62) e o valor de p menor que 0,05 (a = 0,05%), comprovando a validade da

regressdo. Para o teste de falta de ajuste, o valor de F calculado foi menor que o valor
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critico (2,62) e o valor de p maior que 0,05 (a = 0,05%), comprovando a auséncia de falta

de ajuste.

Tabela 14. Andlise da validade da regressdo e da falta de ajusta (ANOVA).

Validade da regressao Falta de ajuste
Analito
Valor de F Valor de p Valor de F Valor de p
Artepelin C 14357,45 0,00 0,70 0,63

A metodologia analitica desenvolvida ndo apresentou efeito residual (carry over).
As amostras brancas analisadas anteriormente e posteriormente a analise de uma amostra
do LSQ ndo apresentaram a presenca do ART C e do PI. Dessa maneira, garante-se que em
uma batelada de analises ndo ha interferéncia nenhuma da andlise anterior na subsequente
(EMA, 2014).

4.8.3. LIMITE INFERIOR DE QUANTIFICACAO

O limite inferior de quantificacdo (L1Q) de uma metodologia analitica é a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
(RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARLA-BROCH, 2012).

A metodologia bioanalitica desenvolvida permite a quantificacdo minima de 0,68
umol L de ART C em meio microssomal, com erro relativo percentual (ER %) de —3% e
desvio padréo relativo percentual (DPR %) de 12%, ou seja, com valores de exatiddo e
precisdo aceitaveis para o LIQ de um método bioanaliticos (ER e DPR + 20%) (ANVISA,
2012; EMA, 2011).

4.8.4. PRECISAO E EXATIDAO

A precisdo de uma metodologia é a proximidade do resultado obtido em uma série
de andlises realizadas da mesma amostra, ela pode ser expressa como desvio padréo
relativo percentual (DPR %). A exatiddo de uma metodologia é a proximidade do valor de
concentragdo encontrado na anélise e o valor real da concentracdo do analito na amostra, e
pode ser expressa como erro relativo percentual (ER %) (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-
ROMERO; CARLA-BROCH, 2012).
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A precisdo e exatiddo da metodologia bioanalitica foram avaliadas em 4 niveis de
concentracdo do ART C (LIQ, CQB, CQM e CQA). Nos experimentos intraensaio (Tabela
15) os valores de precisdo e exatiddo obtidos se encontram dentro dos valores maximos

aceitaveis pela legislacdo (£ 20% para o LIQ e £ 15% para as outras concentragdes)
(ANVISA, 2012; EMA, 2011).

Tabela 15. Preciséo e exatiddo intraensaio (n = 5).

Amostras Cnom (UM) Cexe (UM) ER (%) DPR (%)
LIQ 0,68 0,66 -3 12
CcQB 2,48 2,46 -1 14
CQM 70,74 72,51 2 3
CQA 144,26 144,36 0,1 5

Cnom — Concentracdo nominal

Cexp — Concentragéo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual

Nos experimentos interensaio (Tabela 16) os valores de preciséo e exatidao obtidos,
também se encontram dentro dos valores méximos aceitaveis pela legislagdo (= 20% para o
LIQ e £ 15% para as outras concentragdes) (ANVISA, 2012; EMA, 2011).

Tabela 16. Precisdo e exatiddo interensaio (n = 15).

Amostras Cnom (LM) Cexp (UM) ER (%) DPR (%)
LIQ 0,68 0,70 3 6
CcQoB 2,48 2,50 1 10
CQM 70,74 71,43 1 4
CQA 144,26 146,79 2 6

Cnom — Concentracdo nominal

Cexe — Concentracdo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padréo relativo percentual
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Dessa forma, pode-se concluir que a metodologia analitica desenvolvida possui
precisdo e exatidao intra- e interensaio aceitaveis para que possam ser realizados estudos

quantitativos de metabolismo in vitro do ART C.

4.8.5. ESTABILIDADE

O analito de interesse em uma amostra pode se degradar anteriormente a execucao
da anélise, devido as condigdes a que é submetido durante o experimento e a execucéo da
metodologia desenvolvida para a sua analise (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO;
CARLA-BROCH, 2012). Portanto, € necessario garantir a estabilidade do ART C nas
condicdes que é submetido nos estudos de metabolismo in vitro e durante o procedimento
de analise das amostras. A estabilidade do ART C foi avaliada em situages reais da rotina
laboratorial, na analise de amostras de forma a garantir a veracidade dos resultados. As
condicdes avaliadas foram: nas condicdes de incubacdo durante o estudo de metabolismo

in vitro, no auto-injetor por 24 horas e na exposic¢do a luz.

4.8.5.1. CONDICOES DE INCUBACAO

Para a avaliacdo da estabilidade do ART C nas condicGes de incubacdo durante o
estudo de metabolismo in vitro, as amostras (2 niveis de concentracdo — CQB e CQA)
foram deixadas em banho-maria a 37°C por 50 minutos. Com o auxilio de uma curva
analitica preparada no mesmo dia, as amostras de estabilidade foram quantificadas e os
resultados obtidos (Tabela 17) comprovaram a estabilidade do ART nas condicdes de
incubacdo durante os estudos de metabolismo in vitro. Dessa forma, pode-se concluir que a
diminuicdo da concentracdo do ART C nas amostras durante os estudos de metabolismo in
vitro ocorrem devido a atividade das enzimas da CYP450.

Tabela 17. Estabilidade nas condicdes de incubagdo (n = 5).

Amostras Cnom (UM) Cexp (LM) ER (%) DPR (%)
CcQB 2,48 2,51 1 8
CQA 144,26 153,84 7 1

Cnom — Concentracdo nominal

Cexe — Concentracdo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual
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4.8.5.2. AUTO-INJETOR POR 24 HORAS

Para a avaliacdo da estabilidade do ART C no auto-injetor por 24 horas, as
amostras (2 niveis de concentragdo — CQB e CQA) foram submetidas ao procedimento de
preparo de amostra e acondicionadas no auto-injetor do equipamento; posteriormente, apos
24 horas as mesmas foram analisadas no HPLC-DAD. Com o auxilio de uma curva
analitica preparada no mesmo dia, as amostras de estabilidade foram quantificadas e os
resultados obtidos comprovaram a estabilidade do ART no auto-injetor por 24 horas
(Tabela 18). Portanto, conclui-se que é possivel deixar as amostras no auto-injetor por até

24 horas sem que haja prejuizo nos resultados obtidos.

Tabela 18. Estabilidade no auto-injetor por 24 horas (n = 5).

Amostras Cnom (UM) Cexp (LM) ER (%) DPR (%)
cQB 2,48 2,47 -0,2 8
CQA 144,26 144,66 0,3 2

Cnom — Concentracdo nominal

Cexp — Concentracéo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual

4.8.5.3. EXPOSICAO A LUZ

Para a avaliacdo da estabilidade do ART C a exposicdo a luz, as amostras (2 niveis de
concentracdo — CQB e CQA) foram preparadas em tubos de vidro transparentes (tempo de
preparo de aproximadamente 30 minutos) e submetidas a metodologia de analise. Com o
auxilio de uma curva analitica preparada no mesmo dia em tubos ambar, as amostras de
estabilidade foram quantificadas. Como pode ser observado na Tabela 19 0 ART C ndo se
mostrou estavel a exposicdo a luz, o que se comprova pelos erros relativos fora do limite
aceitdvel (ANVISA, 2012; EMA, 2011) e reprodutibilidade dos resultados obtidos.
Portanto, pode-se concluir que as amostras ndo podem ser submetidas a exposicdo a luz, ja
que o ART C ndo ¢é estavel a essa condicdo, sendo, portanto, necessario a utilizacdo de
tubos de vidro ambar para a execucdo dos experimentos, para que a veracidade dos

resultados obtidos seja assegurada.
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Tabela 19. Estabilidade na exposicao a luz (n = 5).

Amostras Cnom (UM) Cexp (LM) ER (%) DPR (%)
CcQB 2,48 1,88 24 6
CQA 144,26 122,69 -15 5

Cnom — Concentracdo nominal

Cexe — Concentracdo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual

4.9. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE METABOLISMO

Apbs a validacdo da metodologia analitica, iniciaram-se os estudos visando a
determinacdo dos parametros cinéticos enzimaticos do ART C empregando os modelos
microssomais hepaticos de ratos e de humanos. Como discutido no item 1.3.2, em estudos
cinéticos enzimaticos € necessario assegurar que a velocidade medida seja a velocidade
inicial da reagdo enzimatica (Vo), correspondente ao estado estacionario em que a
concentracdo do substrato [S] diminuira linearmente em relacdo a concentracdo proteica
microssomal e ao tempo de incubacdo (NELSON; COX, 2004). Na maioria dos estudos
cinéticos enzimaticos, assume-se que na condicdo maxima de 10% de deplecdo da
concentracdo do substrato avaliado, a velocidade medida é a Vo (BEZERRA; FRAGA;
DIAS, 2013).

4.9.1. MICROSSOMAS HEPATICO DE RATOS

Inicialmente, foram determinadas as condi¢des de Vo para 0s microssomas hepatico
de ratos. Foram avaliadas 3 concentracfes de ART C no meio microssomal 0,50 (baixa);
19,97 (média) e 69,91 uM (alta), com o intuito de investigar se é possivel atender a
condicdo de Vo em todas as concentracOes utilizadas na determinacdo dos pardmetros
cinéticos do ART C. Os parametros concentracdo proteica microssomal e tempo de

incubacgéo foram avaliados independentemente para a determinagédo das condicdes de Vo.

49.1.1. CONCENTRACAO PROTEICA

A concentracdo proteica microssomal foi o primeiro parametro avaliado para

garantir as condi¢des de Vo do ART C. Optou-se, primeiramente, por avaliar a
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concentracdo proteica e, posteriormente, o tempo de incubacdo. A concentracdo proteica
foi avaliada primeiramente, pois utilizando-se menor concentragdo proteica microssomal
possivel no estudo de metabolismo, a quantidade de microssomas hepaticos utilizada sera
menor e, consequentemente, o custo do estudo também. Para a avaliacdo da concentragao
proteica, fixou-se o tempo de incubacdo em 30 minutos e a mesma foi avaliado no
intervalo de 0,10 — 1,00 mg mL™.

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos na avaliagcdo da concentracdo proteica

empregada para a concentracao baixa de ART C (0,50 uM).
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Figura 19. Avaliacdo da deplecdo do ART C (0,50 umol L) em funcéo da concentracdo proteica,
empregando microssomas hepaticos de ratos. Tempo de incubagdo: 30 min (n = 3)

Como pode ser observado (Figura 19), para a concentracdo de 0,50 uM de ART C,
no intervalo de concentracdo proteica avaliado, a deplecdo do ART C se mostrou linear,
com coeficiente de correlacdo de 0,9823. Dessa forma, utilizando-se a equacao obtida e
considerando-se a relacdo da area do ART C pela area do Pl no controle (sem a adicéo de
NADPH) como 0% de deplecdo do substrato, determinou-se a concentracdo proteica de
0,43 mg mL, a responsavel pela deplecdo de 10% ART C.

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo da concentracdo proteica
empregada para a concentracdo média de ART C (19,97 uM). Como pode ser observado,
para a concentracdo de 19,97 uM de ART C, no intervalo de concentragdo proteica
avaliado, a deplegdo do ART C se mostrou linear, com coeficiente de correlagdo de 0,9055.
Dessa forma, da mesma forma como descrito anteriormente, determinou-se a concentracéo

proteica de 0,51 mg mL™?, a responsavel pela deplecdo de 10% do ART C. Por fim, a
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Figura 21 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da concentracdo proteica empregada
para a concentracdo alta de ART C (69,91 uM). Nesse caso, a concentragdo proteica de
0,26 mg mL, correspondeu a deplecdo de 10% do ART C.
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Figura 20. Avaliacdo da deplecdo do ART C (19,97 umol L) em funcéo da concentracéo proteica,
empregando microssomas hepaticos de ratos. Tempo de incubagdo: 30 min (n = 3).
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Figura 21. Avaliacdo da deplecdo do ART C (69,91 umol L) em funcéo da concentracéo proteica,
empregando microssomas hepaticos de ratos. Tempo de incubac¢do: 30 min (n = 3).

A Tabela 20 apresenta as concentrages proteicas correspondentes a deplecdo de
10% do ART C no tempo de incubagéo de 30 minutos, empregando microssomas hepaticos

de ratos, nas 3 concentracOes de ART C avaliadas.
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Tabela 20. Avaliacdo da concentracdo proteica correspondente a deplecdo de 10% do ART C no
tempo de incubacédo de 30 minutos, empregando microssomas hepéticos de ratos.

Conc. ART C (uM) Conc. Proteica (mg mL™)
0,50 0,43
19,97 0,51
69,91 0,26

Analisando a Tabela 20 é possivel observar que a concentragdo proteica,
correspondente a deplecdo de 10% da concentragcdo do ART C, em cada concentracdo de
ART C avaliada ndo é a mesma. Com o intuito de utilizar a mesma concentracao proteica
para todas as concentragdes de ART C utilizadas no estudo de cinética enzimatica optou-se
por definir a concentragdo proteica de 0,50 mg mL™, como a adequada para os estudos,
visto que apesar desse valor corresponder a uma deplecdo de substrato maior do que 10%
para a concentracdo baixa e alta de ART C, essa concentracao proteica se encontra dentro
do intervalo linear de deplecdo do substrato, para todas as concentracdes de ART C
avaliadas e, dessa forma a velocidade da reagdo enzimatica que sera medida correspondera
a Vo.

4.9.1.2. TEMPO DE INCUBACAO

Otimizada a concentracdo proteica que serd utilizada nos estudos de cinética
enzimatica, partiu-se para a avaliagdo do parametro tempo de incubacdo. O tempo de
incubacdo também deve apresentar relacdo linear com a deplecdo do substrato, de forma a
assegurar que a velocidade medida é a Vo. A utilizacdo de um tempo de incubagdo razoavel
€ necessaria para diminuir os erros causados por pequenas variagdes no mesmo. Para a
avaliacdo do tempo de incubagdo, fixou-se a concentragdo proteica em 0,50 mg mL™*
(conforme determinado no item 4.9.1.1) e 0 mesmo foi variado no intervalo de 0 — 50
minutos.

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos na avaliagédo do tempo de incubagéo
empregado para a concentracdo baixa de ART C (0,50 uM). Como pode ser observado
para a concentracdo de 0,50 uM de ART C, no intervalo de tempo de incubacdo avaliado, a

deplecdo do ART C se mostrou linear, com coeficiente de correlacdo de 0,9736. Dessa
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forma como descrito anteriormente, determinou-se o tempo de incubacdo de 15 min,

correspondente a deplecdo de 10% do ART C.
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Figura 22. Avaliacdo da deplecdo do ART C (0,50 umol L) em funcédo do tempo de incubagéo,
empregando microssomas hepéticos de ratos. Concentracdo de proteinas microssomais: 0,50 mg
mL(n=3).

As Figura 23 e 24 apresentam 0s resultados obtidos na avaliagdo do tempo de
incubacdo empregado para a concentracdo média de ART C (19,97 uM) e alta (69,91 uM),
respectivamente. Como pode ser observado na Figura 23, para a concentracao de 19,97 uM
de ART C, no intervalo de tempo de incubacéo avaliado, a deplecdo do ART C se mostrou
linear, com coeficiente de correlacdo de 0,8933 e 0 tempo de incubacdo responsavel pela
deplecdo de 10% do ART C foi de 26 min. Ja para a concentracao de 69,91 uM de ART C
(Figura 24), no intervalo de tempo de incubacdo avaliado, a deple¢do do ART C se mostrou
linear, com coeficiente de correlacdo de 0,8794 e 30 min de tempo de incubacdo foi

determinado como correspondente a deplecdo de 10% do ART C do meio microssomal.
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Figura 23. Avaliacdo da deplecdo do ART C (19,97 umol L) em funcéo do tempo de incubagéo,
empregando microssomas hepaticos de ratos. Concentracdo de proteinas microssomais: 0,50 mg
mL?(n=3).
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Figura 24. Avaliacéo da deplecdo do ART C (69,91 umol L) em funcdo do tempo de incubacéo,
empregando microssomas hepéticos de ratos. Concentracdo de proteinas microssomais: 0,50 mg
mL*(n=3).

A Tabela 21 apresenta os tempos de incubacdo correspondentes a deplecéo de 10%
do ART C na concentragdo proteica de 0,50 mg mL, empregando microssomas hepaticos

de ratos, nas 3 concentracOes de ART C avaliadas.
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Tabela 21. Avaliagdo do tempo de incubacdo correspondente a deplecdo de 10% do ART C na
concentragdo proteica de 0,50 mg mL™, empregando microssomas hepaticos de ratos.

Conc. ART C (uM) Tempo de Incubagéo (min)
0,50 15
19,97 26
69,91 30

Analisando a Tabela 21 € possivel observar que o tempo de incubagdo,
correspondente a deplecdo de 10% da concentragcdo do ART C, em cada concentracdo de
ART C avaliada ndo é o mesmo. Da mesma forma descrita para a otimizacdo da
concentracdo proteica, optou-se por definir o tempo de incubacdo de 30 min, como o
adequado para os estudos cinéticos enzimaticos, visto que apesar desse valor corresponder
a uma deplecdo de substrato maior do que 10% para a concentragdo baixa e média de ART
C, esse tempo de incubacéo se encontra dentro do intervalo linear de deplecdo do substrato,
para todas as concentracfes de ART C avaliadas e, dessa forma a velocidade da reacao
enzimatica que serd medida corresponderd a Vo.

Portanto, o0s parametros de concentracdo proteica e tempo de incubacdo
determinados que serdo utilizados no estudo de cinética enzimatica do ART C empregando
0 modelo de microssomas hepatico de ratos, sio 0,50 mg mL?* e 30 minutos,

respectivamente.

4.9.2. MICROSSOMAS HEPATICO HUMANOS

Para a otimizacdo das condi¢bes de incubacdo empregando o modelo de
microssomas hepaticos de humanos avaliaram-se 0s parametros concentracao proteica e

tempo de incubacdo, da mesma forma descrita no item 4.9.1.

4.9.2.1. CONCENTRACAO PROTEICA

A concentragdo proteica microssomal avaliada primeiramente. Dessa forma, fixou-
se 0 tempo de incubagdo em 40 minutos e a mesma foi avaliado no intervalo de 0,10 — 1,00
mg mL™,

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da concentracdo proteica
empregada para a concentracdo baixa de ART C (0,50 uM).
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Figura 25. Avaliacdo da deplecdo do ART C (0,50 umol L) em funcéo da concentragdo proteica,
empregando microssomas hepaticos de humanos. Tempo de incubagdo: 40 min (n = 3).

Como pode ser observado (Figura 25), para a concentracdo de 0,50 uM de ART C,
no intervalo de concentracdo proteica avaliado, a deplecdo do ART C se mostrou linear,
com coeficiente de correlacdo de 0,9569. Dessa forma, utilizando-se a equacao obtida e
considerando-se a relacdo da area do ART C pela area do PI no controle (sem a adicdo de
NADPH) como 0% de deplecéo do substrato, determinou-se a concentracdo proteica de
0,42 mg mL, a responsavel pela deplegio de 10% do ART C.

As Figura 26 e 27 apresentam os resultados obtidos na avaliacdo da concentracao
proteica empregada para a concentracdo média de ART C (19,97 uM) e alta (69,91 uM).
Como pode ser observado na Figura 26, para a concentracdo média, no intervalo de
concentracédo proteica avaliado, a deplecdo do ART C se mostrou linear, com coeficiente
de correlagdo de 0,9271. Portanto, empregando a equagdo da reta determinou-se como
responsavel pela deplecdo de 10% do ART C a concentracdo de 0,56 mg mL™. Ja para a
concentracdo mais alta (Figura 27) no intervalo de concentracdo proteica avaliado, nao foi
possivel determinar deplecdo do substrato, visto que as razfes da area do ART C pela area
do PI, para cada concentragdo avaliada, ndo apresentaram variages com o aumento da
concentracédo proteica, 0 que pode ser comprovado observando-se as barras de erros para
cada ponto. Dessa forma, ndo foi possivel determinar a condicdo ideal de concentracdo

proteica para essa concentracdo de ART C.
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Figura 26. Avaliacédo da deplecdo do ART C (19,97 umol L) em funcéo da concentracgdo proteica,
empregando microssomas hepéticos de humanos. Tempo de incubagéo: 40 min (n = 3).
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Figura 27. Avaliacédo da deplecdo do ART C (69,91 umol L) em funcéo da concentragdo proteica,
empregando microssomas hepéticos de humanos. Tempo de incubagéo: 40 min (n = 3).

A Tabela 22 apresenta as concentracdes proteicas correspondentes a deplecdo de
10% do ART C no tempo de incubacgdo de 40 minutos, empregando microssomas hepaticos

de humanos, nas 3 concentracfes de ART C avaliadas.
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Tabela 22. Avaliacdo da concentracdo proteica correspondente a deplecdo de 10% do ART C no
tempo de incubacédo de 40 minutos, empregando microssomas hepéticos de humanos.

Conc. ART C (uM) Conc. Proteica (mg mL™)
0,50 0,42

19,97 0,56

69,91

Analisando a Tabela 22 é possivel observar que a concentragdo proteica,
correspondente a deplecdo de 10% da concentracdo do ART C, em cada concentracéo de
ART C avaliada ndo é a mesma e, além disso, ndo foi possivel determinar a concentracdo
proteica para a concentracdo alta de ART C. Com o intuito de utilizar a mesma
concentracdo proteica para todas as concentragdes de ART C utilizadas no estudo de
cinética enzimatica optou-se por definir a concentracio proteica de 0,50 mg mL?, como a
adequada para os estudos, visto que apesar desse valor corresponder a uma deplecéo de
substrato maior do que 10% para a concentracdo baixa, essa concentracdo proteica se
encontra dentro do intervalo linear de deplecdo do substrato, para as concentragdes baixa e
média avaliadas e, dessa forma a velocidade da reacdo enzimatica que sera medida

correspondera a Vo.

4.9.2.2. TEMPO DE INCUBACAO

Apobs a determinacdo da concentracdo proteica, avaliou-se o pardmetro tempo de
incubacdo, similarmente ao descrito no item 4.9.1.2. Para a avaliacdo do tempo de
incubac&o, fixou-se a concentragdo proteica em 0,50 mg mL™* (conforme determinado no
item 4.9.2.1) e 0 mesmo foi variado no intervalo de 0 — 50 minutos.

A Figura 28 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo do tempo de incubacgéo
empregado para a concentracdo baixa de ART C (0,50 uM).
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Figura 28. Avaliacéo da deplecdo do ART C (0,50 pmol L) em fungéo do tempo de incubagéo,
empregando microssomas hepaticos de humanos. Concentracdo de proteinas microssomais: 0,50
mg mL? (n =3).

Como pode ser observado (Figura 28), para a concentracdo de 0,50 uM de ART C,
no intervalo de tempo de incubacéo avaliado, a deplecdo do ART C se mostrou linear, com
coeficiente de correlacdo de 0,8867. Da mesma forma descrita anteriormente determinou-
se 0 tempo de incubacgdo de 42 min como responsavel pela deplecdo de 10% do ART C.

A Figura 29 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo do tempo de incubacéo

empregado para a concentracdo média de ART C (19,97 uM).
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Figura 29. Avaliacdo da deplecdo do ART C (19,97 umol L) em funcéo do tempo de incubacéo,
empregando microssomas hepéaticos de humanos. Concentracdo de proteinas microssomais: 0,50
mg mL* (n = 3).
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Como pode ser observado, para a concentracdo de 19,97 uM de ART C, no
intervalo de tempo de incubacgédo avaliado, a deplecdo do ART C se mostrou linear, com
coeficiente de correlacdo de 0,9303. Dessa forma, utilizando-se 0 mesmo raciocinio
descrito anteriormente, determinou-se o tempo de incubacdo de 42 min, como responsavel
pela deplecdo de 10% do ART C.

A Tabela 23 apresenta os tempos de incubacdo correspondentes a deplecdo de 10%
do ART C na concentragdo proteica de 0,50 mg mL™, empregando microssomas hepaticos

de ratos, nas 3 concentracfes de ART C avaliadas.

Tabela 23. Avaliagdo do tempo de incubagdo correspondente a deplecdo de 10% do ART C na
concentracéo proteica de 0,50 mg mL™*, empregando microssomas hepaticos de humanos.

Conc. ART C (uM) Tempo de Incubagéo (min)
0,50 42
19,97 42
69,91

Analisando a Tabela 23 € possivel observar que o tempo de incubacéo,
correspondente a deplecdo de 10% da concentracdo do ART C, em cada concentracdo de
ART C foi 0 mesmo. Dessa forma, optou-se por definir o tempo de incubacéo de 40 min,
como o adequado para o estudo de cinética enzimatica, visto que esse valor corresponde a
deplecdo de substrato menor do que 10% para a concentracdo baixa e média de ART C,
além de que esse tempo de incubacdo se encontra dentro do intervalo linear de deplecédo do
substrato e, dessa forma a velocidade da reacdo enzimatica que sera medida correspondera
a Vo.

Portanto, o0s parametros de concentracdo proteica e tempo de incubacdo
determinados que serdo utilizados para a determinacdo da velocidade inicial da reagédo
enzimética (Vo), no estudo de cinética enzimatica do ART C empregando o modelo de

microssomas hepatico de humanos, so 0,50 mg mL™ e 40 minutos, respectivamente.

4.10.CINETICA ENZIMATICA

Para se determinar a faixa de concentragdo do substrato a ser avaliada na cinetica

enzimatica é necessario considerar a sensibilidade do sistema analitico utilizado para
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quantificacdo a fim de definir a menor concentracao de substrato utilizada, e a solubilidade
do substrato nas condi¢des de incubacdo, para definir a maior concentracdo que sera
empregada. Sendo assim, investigou-se a cinética enzimatica do metabolismo do ART C
empregando microssomas hepaticos de ratos e de humanos, utilizando-se as condi¢des de

Vo determinadas no item 4.9.

4.10.1. MICROSSOMAS HEPATICOS DE RATOS

A cinética enziméatica do ART C empregando microssomas hepaticos de ratos foi
avaliada utilizando as condicdes de concentracdo proteica e tempo de incubacdo de 0,50
mg mL? e 30 minutos, respectivamente. A concentracio do substrato foi variada no
intervalo entre 1,41 — 166,45 puM. A Figura 30 apresenta o grafico da velocidade inicial da
reacdo enzimatica (Vo) versus a concentracdo do ART C.
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Figura 30. Cinética enzimatica sigmoidal (n = 3) do metabolismo do ART C pelas enzimas da
CYP450 empregando microssomas hepaticos de ratos.

O comportamento observado na cinética enzimatica do ART C foi um
comportamento atipico, que nao obedece a cinética de Michaelis-Menten usualmente
utilizada para descrever comportamentos cinéticos de enzima.

O grafico de Eadie-Hofstee € uma ferramenta importante para se distinguir e
classificar os diferentes comportamentos cinéticos atipicos. A Figura 31 apresenta o grafico
de Eadie-Hofstee da cinética enzimatica do ART C empregando microssomas hepaticos de

ratos.
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Figura 31. Gréafico de Eadie-Hofstee (n = 3) da cinética enzimatica do ART C empregando
microssomas hepaticos de ratos.

A cinética observada nesse estudo é explicada pelo modelo cinético de Hill, que €
caracteristico de enzimas que apresentam multiplos sitios ativos. O comportamento atipico
observado na cinética do ART C nesse caso é caracteristico por possuir um perfil
sigmoidal, devido a existéncia de um cooperativismo positivo (n > 1), como pode ser
observado no grafico de Eadie-Hofstee (Figura 31), que se apresenta na forma de um
“gancho” convexo, caracteristico do cooperativismo (HOUSTON; GALETIN, 2013; WU,
2011). Esse comportamento é caracteristico do aumento da afinidade da enzima pelo
substrato apds a formacdo do primeiro complexo enzima-substrato (SEIBERT; TRACY,
2014).

A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos dos parametros cinéticos enzimaticos
do ART C empregando microssomas hepéticos de ratos, com os respectivos valores de
desvio-padrdo. Os parametros foram calculados utilizando o programa Origin 9.1 que
fornece os valores de velocidade méxima (Vmax), coeficiente de Hill (h) e Sso.

Tabela 24. Parametros cinéticos enzimaticos do metabolismo do ART C empregando microssomas
hepéticos de ratos.

Parametro Valor Desvio Padrao
V max 0,7567 pmol mg?* min +0,0212
h 10,90 + 2,80

Sxo 33,35 LIM + 0,55
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A partir dos parametros cinéticos obtidos para a cinética sigmoidal do ART C é
possivel calcular o clearance méximo, que fornece uma estimativa do clearance do
substrato quando a enzima é completamente ativada, previamente a sua saturacdo
(HOUSTON; KENWORTHY, 2000) (Equacéo 8). Dessa forma, o clearance intrinseco
méaximo do ART C na cinética enzimatica sigmoidal, empregando microssomas hepaticos
de ratos, foi de 16,63 + 1,52 pL min* mg™.

1
Vimax (h_l)l_ﬁ

CLypsy = 32 (Equacéo 8)

h

em que, CLmax — clearance maximo, Vmax — velocidade maxima da reacdo enzimatica, Sso —
concentragdo de substrato em que a velocidade da reacdo é 50% da velocidade maxima de reagdo e
h — grau de cooperatividade.

4.10.2. MICROSSOMAS HEPATICOS DE HUMANOS

A cinética enzimética do ART C empregando microssomas hepaticos de humanos
foi avaliada utilizando as condic6es de concentracéo proteica e tempo de incubacéo de 0,50
mg mL? e 40 minutos, respectivamente. A concentragio do substrato foi variada no
intervalo entre 1,00 — 69,91 uM. A Figura 32 apresenta o grafico da velocidade inicial da

reacdo enzimatica (Vo) versus a concentra¢do do ART C.
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Figura 32. Cinética enzimatica do metabolismo do ART C pelas enzimas da CYP450 empregando
microssomas hepéticos de ratos.

Como pode ser observado na Figura 32, ndo foi possivel identificar qualquer

comportamento cinético no metabolismo do ART C empregando microssomas hepaticos
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de humanos e, além disso, os resultados obtidos apresentaram altos valores de desvio
padréo.

Em comparagdo com os resultados obtidos no estudo da cinética enzimética do
ART C empregando microssomas hepaticos de ratos, o0 modelo microssomal de humanos
apresentou menor atividade enzimatica de metabolismo. Essa diferenca de atividade
enzimaética j& havia sido observada no estudo prévio de metabolismo do ART C (item 4.7).
A maior atividade enziméatica no modelo microssomal de rato pode indicar uma maior
capacidade de detoxificacdo do ART C em ratos do que em humanos.

A existéncia de diferencas nas atividades metabolicas entre os modelos
microssomais de ratos e de humanos avaliados ja havia sido reportada por Nishimuta e
colaboradores (2013), que investigaram as diferencas interespécies da atividade metabodlica
de um grande nimero de farmacos comerciais. Além disso, como reportado por Naramoto,
Kato e Ichihara (2014) em estudos utilizando isoformas microssomais recombinantes de
humanos, o ART C possui potencial de inibigdo sobre as isoformas recombinantes das
CYP1A2, CYP2C9 e CYP2C19, o que pode acarretar na baixa atividade enzimética de
metabolismo do mesmo no modelo microssomal humano. A Tabela 25 apresenta a
abundancia relativa das isoformas das enzimas da CYP e a sua contribuicdo no
metabolismo de farmacos (JIA; LIU, 2007).

Tabela 25. Abundancia relativa das isoformas da CYP e respectiva contribuicdo ao metabolismo
de farmacos (JIA; LIU, 2007).

Abundancia Contribuicéo ao
CYP
Relativa (%0) Metabolismo (%6)
3A4/5 29-30 52
1A2 12-13 4-6
2C9 12 10-11
2C8 7 -
2E1 7 2-5
2D6 15-4 30
2B6 0,2-5 25

2C19 0,2 4




Pagina |75

Dessa forma, pode-se concluir que as CYP1A2, CYP2C9 e CYP2C19 sob as quais
0 ART C possui potencial de inibicdo enzimatica representam aproximadamente 25% da
quantidade total de isoformas presentes no figado humano e, além disso, essas isoformas
sdo responsaveis pelo metabolismo de aproximadamente 21% dos farmacos metabolizados

pelas enzimas da CYP450.

4.11.IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS

Para a identificacdo dos metabolitos formados durante 0 metabolismo in vitro do
ART C, as amostras de metabolismo in vitro e 0s respectivos controles, para cada modelo
microssomal avaliado, foram combinados em pools de amostras (n = 10). Os pools
amostrais foram analisados utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massa de alta resolucdo ou a espectrdmetro de massa de multiplo
estagios. As condicBes de incubacéo utilizadas nos estudos de identificagdo de metabdlitos
foram realizadas empregando como concentracdo proteica e tempo de incubacgédo de 1,00

mg mL e 50 minutos, respectivamente.

4.11.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSA ALTA RESOLUCAO

A anélise por espectrometria de massa de alta resolucdo dos metabdlitos formados
do ART C, no estudo de metabolismo in vitro, permite a identificacdo de seus ions
moleculares. Dessa forma, analisando-se a diferenca da massa molecular do ART C e do
metabolito formado, é possivel avaliar qual o tipo de reacdo de metabolismo de fase | esta
ocorrendo e, dessa forma, obter importantes informacgdes estruturais dos metabdlitos
(TOLONEN; TURPEINEN; PELKONEN, 2009).

Como reportado no item 3.11, foram observadas a formacdo de ao menos dois
metabolitos do ART C, em ambos os modelos microssomais avaliados. Como pode ser
observado na Figura 33, pode-se observar a presenca de dois picos (M1 e M2) nas amostras
do estudo de metabolismo do ART C empregando microssomas hepaticos de ratos, 0s
quais ndo sdo observados no respectivo controle. Dessa forma, pode-se concluir que ao
menos dois metabolitos (M1 e M2), com tempo de retencdo de 1,9 e 2,1 minutos,
respectivamente, sdo formados durante o metabolismo do ART C no modelo microssomal

de ratos.
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Figura 33. Cromatogramas (detector de arranjo de diodos — 315 nm) do estudo para a identificacéo
dos metabdlitos do ART C. A) metabolismo in vitro do ART C empregando microssomas
hepaticos de ratos e B) controle empregando microssomas hepaticos de ratos. (M1) metabolito 1;

(M2) metabolito 2. Condi¢des analiticas no item 3.15.1.

A Figura 34 apresenta os espectros de massa de alta resolugcéo, no modo negativo
de ionizagdo, dos metabolitos M1 e M2 do ART C formados no estudo de metabolismo in

vitro empregando microssomas hepéaticos de ratos. Os ions moleculares [M-H]~ dos

metabdlitos M1 e M2 do ART C, formados no metabolismo in vitro empregando

microssomas hepaticos de ratos, possuem m/z 315,1612 e m/z 315,1609, respectivamente.
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Figura 34. Espectro de massas de alta resolucdo dos metab6litos M1 (A) e M2 (B) do ART C.
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No estudo de metabolismo in vitro do ART C empregando microssomas hepaticos

de humanos também foi observada a formagéo de dois metabdlitos do ART C (M1 e M2),

sendo que 0s mesmos apresentam o mesmo tempo de retencdo dos metabolitos formados

no estudo de metabolismo empregando microssomas hepaticos de ratos e ndo foram

observados no respectivo controle. Os ions moleculares [M-H]~ dos metabolitos M1 e M2

do ART C, formados empregando microssomas hepaticos de humanos, possuem m/z

315,1622 e m/z 315,1619, respectivamente.

A Tabela 26 apresenta as reagGes mais comuns de metabolismo de fase | e as

respectivas alteracdes estruturais e diferencas de massa molecular entre o metabdlito e o

substrato.

Tabela 26. Reacbes mais comuns de metabolismo de fase I, com as respectivas alteracbes
estruturais e a diferenca na massa molecular entre o metabdlito e o substrato (TOLONEN;

TURPEINEN; PELKONEN, 2009).

Diferenca na Massa

Reacdo Metabolismo de Fase | Alteracéo Estrutural Molecular (u)
Desidrogenacéo —H; —2,0157
Desmetilacdo —CH, — 14,0157
Desidratagdo —H,0 — 18,0106
Descarboxilacdo - CO, — 43,9898
Hidroxilacdo +0 + 15,9949
Epoxidacéo +0 + 15,9949
Hidratacao + H.0 + 18,0106

A Tabela 27 apresenta as formulas quimicas propostas para os ions moleculares dos

metabolitos formados do ART C, em ambos os modelos microssomais avaliados, assim

como, 0s respectivos erros relativos em relacdo a massa exata da formula quimica

proposta.
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Tabela 27. Resultados da andlise de espectrometria de massa de alta resolucdo (modo negativo)
dos metabolitos do ART C empregando microssomas hepaticos de ratos e de humanos.

Modelo - Féormula m/z Acurada m/z Exata Erro
. Metabdlito P
Microssomal Quimica (ppm)
M1 C19H2304 315,1612 315,1596 5,08
Rato
M2 C19H2304 315,1609 315,1596 4,12
M1 C19H2304 315,1622 315,1596 8,25
Humano
M2 C19H2304 315,1619 315,1596 7,30

Sabendo que o ion molecular [M-H] do ART C possui m/z 299,1647 (Tabela 5) e
observando as m/z dos ions moleculares [M-H]" dos metabdlitos do ART C, as férmulas
quimicas propostas para esses metabolitos e as reagdes mais comuns de metabolismo de
fase I, € possivel observar que os metabdlitos formados possuem 15,9949 unidades de
massa a mais do que o ART C. Essa diferenca de massa entre os metabdlitos e o substrato
em reagOes de metabolismo de fase I, como pode ser observado na Tabela 26, s&o
caracteristicas de reacdes de hidroxilacdo ou epoxidacdo (TOLONEN; TURPEINEN;
PELKONEN, 2009).

Dessa forma, pode-se concluir, pelos resultados obtidos pelas andlises de
espectrometria de massa de alta resolucdo, que os metabdlitos formados no estudo de
metabolismo in vitro do ART C empregando microssomas hepaticos de ratos ou de

humanos sdo derivados hidroxilados ou epoxidados do ART C (Figura 35).
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Figura 35. Possiveis metabdlitos do ART C formados por hidroxilagdo ou epoxidagdo. A, B, C, D
e E — possiveis estruturas quimicas dos metabdlitos do ART C.

4.11.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSA DE MULTIPLO ESTAGIOS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de massa com
analisador do tipo ion trap é uma importante ferramenta analitica que pode ser utilizada na
identificacdo de metabdlitos em estudos de metabolismo in vitro. O analisador de massa do
tipo ion trap € um analisador de multiplo estagios, que apesar de fornecer dados em baixa
resolucdo, é capaz de fornecer importantes informacdes através de fragmentacbes de
multiplo estagios (MS") dos ions selecionados (KORFMACHER, 2005). Essas
informacdes de MS" sdo de suma importancia para a identificacdo de metabolitos.

Primeiramente, analisou-se a fragmentacdo do ART C, no modo negativo de
ionizagcdo, com 0 objetivo de se obter um padrdo de fragmentacdo que ajudasse na

identificacdo dos metabdlitos formados nos estudos de metabolismo in vitro. A Figura 36
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apresenta 0s espectros de massa de MS" do ART C e a Tabela 28 apresenta 0s ions
produtos obtidos através da analise do ART C por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de maltiplo estagios.

Tabela 28. fons produto do ART C obtidos na analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de multiplo estagios

lons produto (m/z)

Composto Tempo de Retencéo (min) [M-H] m/z
MS!>MS?>MS¥MS*

Artepelin C 7.5 299 299>255>200>145




Pagina |81

-M52(299.10)
255.14

299,14

200.06
L
100 200 300 400 500 mz

Intens.
X107/ 255.12

1.0

-MS3(299.10->255.10)

200.06

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 T T

Intens. -

104 200.04 -MS54(299.10->255.10->200.10)
X b 1

259

2.0]

0.5]
1 145.08

DO: T | | L T T
’ 100 200 300 400 500 mz

|ﬂt9ﬂ5.: 145.01 -MS5(299.10->255.10->200.10->144.90), 9.2min #751

15004
1000+

5004

100 200 300 400 500 m'z

Figura 36. Espectros de massa de MS" do ART C, no modo negativo de ionizacdo. Condicdo
analitica no item 3.15.2.
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A Figura 37 apresenta 0 esquema proposto para a fragmentacdo MS" do ART C, a

partir dos dados obtidos na analise por HPLC-MS".
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Figura 37. Esquema de fragmentacdo MS" proposto para o ART C, no modo negativo de
ionizacdo.

Posteriormente, foram analisadas as fragmentaces dos metabdlitos do ART C, no
modo negativo de ionizacdo. Como pode ser observado na Tabela 29, os ions produtos
formados para os metabolitos do ART C (M1 e M2), formados em ambos 0s modelos
microssomais avaliados, foram os mesmos indicando que os metabdlitos formados sdo

estruturalmente muito parecidos.
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Tabela 29. fons produto dos metabélitos do ART C obtidos na analise por HPLC-MS"

Modelo . Tempo de lons produto (m/z)
] Metabdlito . ) [M-H] m/z

Microssomal Retencgéo (min) MS!>MS2>MS*MS*
315>271>241>186
315>285>241

Rato/Humano M1/M2 1,9/2,1 315
315>241
315>201

Utilizando-se as informagdes dos ions produtos formados a partir dos metabolitos
do ART C, o esquema de fragmentacdo de MS" proposto para 0 ART C e o conhecimento
obtido pela analise por espectrometria de massa de alta resolucdo de que os metabolitos
formados sdo hidroxilados ou epoxidados, é possivel propor a estrutura dos metabdlitos
formados.

A formacéo do ion produto (m/z 285) a partir do ion precursor (m/z 315) envolve a
perda de 30 unidades, que é caracteristica da eliminacdo de uma molécula de formaldeido
(CH20) (MCLAFERTTY; TUREEK, 1993). A eliminacdo de formaldeido é caracteristica
de &lcoois primérios, sendo que a sua ocorréncia para epoxidos e alcoois secundarios e
terciarios ndo é reportada na literatura. A partir destes dados, foi possivel concluir que
dentre as estruturas dos possiveis metabdlitos do ART C mostrados na Figura 35, apenas as
estruturas A e B (&lcoois primarios) podem eliminar formaldeido de suas estruturas durante
suas fragmentacdes. A Figura 38 apresenta o esquema de fragmentacdo de MS" proposto
para os metabdlitos do ART C, no modo negativo de ionizacao.

Os resultados obtidos sugerem fortemente que a reacao de metabolismo que ocorre
é uma hidroxilacéo alilica, levando a formacdo de dois produtos hidroxilados do ART C
(M1 e M2), que s&o isémeros E/Z um ao outro. A impossibilidade de obtengdo de uma
maior quantidade de massa dos metabdlitos do ART C inviabiliza a anélise por ressonancia

magnética nuclear, que seria ideal para a comprovacao da identidade dos metabdlitos.
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Figura 38 Esquema de fragmentacdo MS" proposto para os metabdlitos do ART C, no modo
negativo de ionizagé&o.
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5.CONCLUSAO

Pela primeira vez, foi avaliado o comportamento do ART C frente as enzimas da
CYP450. O estudo de metabolismo do ART C, que apresenta diversas atividades
bioldgicas, € uma etapa essencial para o desenvolvimento desse promissor candidato a
farmaco. Neste trabalho, os modelos de metabolismo in vitro empregados foram os
microssomas hepaticos de ratos e de humanos. Para a avaliagdo do metabolismo do ART C
foram desenvolvidos e validados métodos analiticos que possibilitaram a obtencdo de
resultados quantitativos do estudo de metabolismo. A cinética enziméatica obtida para o
modelo microssomal de ratos apresentou um perfil sigmoidal caracteristico da cinética de
Hill e, além disso, foi possivel a determinacdo dos pardmetros cinéticos enzimaticos, que
possibilitaram a obtencdo do clearance intrinseco do ART C nesse modelo. No entanto, no
modelo microssomal de humanos ndo foi possivel a obtencdo de um perfil cinético
enzimatico caracteristico, devido a baixa atividade enzimatica apresentada pelo modelo de
humanos, que pode estar associada ao potencial de inibicdo enzimatica do ART C em
algumas isoformas da CYP450. Finalmente, com o auxilio da espectrometria de massa foi
possivel a identificacdo de dois metabodlitos, possivelmente hidroxilados, do ART C em

ambos 0os modelos avaliados.
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