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RESUMO

FONSECA, F. S. Anélise enantiosseletiva do praguicida miclobutanil apés
metabolismo in vitro por microssomas hepaticos de humanos. 2018. 120 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O miclobutanil é fungicida quiral da familia dos triazbis, comercializado como
mistura racémica. Apesar dos enantibmeros apresentarem as mesmas
propriedades fisico-quimicas, estes podem diferir em termos de atividade,
metabolismo, excrecdo e toxicidade. No presente trabalho, foram realizados
estudos in vitro enantiosseletivos de metabolismo empregando microssomas
hepéticos de humanos cujos objetivos foram determinar os parametros cinéticos
das enzimas do citocromo P450 (CYP450) apés metabolismo do miclobutanil (na
forma de racemato e enantibmeros isolados), determinar quais isoformas do
CYP450 sao responsaveis pelo metabolismo do praguicida e também a
capacidade deste praguicida em inibir as principais enzimas do CYP450. Os
estudos foram realizados empregando a mistura racémica e também os
enantibmeros isolados. Para tanto, foi desenvolvido e validado um método para
analise enantiosseletiva do miclobutanil em meio microssomal empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. A
separacéo dos enantidomeros foi realizada na coluna Chiralpak AD® empregando
metanol (100%) como fase movel. Apds a validacdo do método, os parametros
cinéticos foram determinados, com valores de Vmax, Km € CLint de 66,06 + 4,59
nmol min't mg?, 3,61 + 0,88 pmol L* e 18,30 mL min! mg? respectivamente,
qguando o substrato foi o racemato e de 305,50 + 18,39 nmol min mg?, 6,85 +
1,29 umol Lt e 44,60 mL mint mg* respectivamente, quando o (+)-miclobutanil
foi empregado como substrato. O (-)-miclobutanil ndo foi metabolizado pelas
enzimas presentes nos microssomas hepaticos de humanos. As isoformas
responsaveis pelo metabolismo do miclobutanil foram a CYP2C19 e a CYP3A4.
Os estudos in vitro de inibicAo mostraram que o miclobutanil € um inibidor
moderado das enzimas CYP2D6 e CYP2C9 um inibidor forte das enzimas
CYP3A4/5 e CYP2C109.

Palavras-chave: miclobutanil; praguicida quiral; analise enantiosseletiva,
metabolismo in vitro; microssomas hepéaticos de humanos; inibicdo do CYP450



ABSTRACT

FONSECA, F. S. Enantioselective analysis of myclobutanil pesticide after in
vitro metabolism by human liver microsomes. 2018. 120 f. Dissertation
(Master’s degree) — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Myclobutanil is a chiral triazole fungicide, sold as a racemic mixture. Although the
enantiomers have the same physico-chemical properties, they may exhibit
different bioactivity, metabolism, excretion and toxicity. In the present work, in
vitro enantioselective metabolism studies were carried out by using human liver
microsomes, aiming to determine the kinetic parameters of cytochrome P450
(CYP450) enzymes after myclobutanil metabolism and the main CYP450
isoforms involved in the metabolism. In addition, the myclobutanil inhibition
capacity over the main CYP450 enzymes was evaluated. The studies were
carried out with rac-myclobutanil as well as with the isolated enantiomers. To
accomplish that, an enantioselective method for myclobutanil analysis was
developed and validated by using high performance liquid chromatography
coupled with mass spectrometry. The separation of enantiomers was realized on
a Chiralpak AD® column and methanol (100%) was used as mobile phase. The
enzymatic kinetics, Vmax, Km and CLint, were: 66.06 + 4.59 nmol mint mg*, 3.61
+ 0.88 pmol L't and 18.30 mL mint mg?, respectively, for rac-myclobutanil and
305.50 + 18.39 nmol mint mg*?, 6.85 + 1.29 umol Lt and 44.60 mL mint mg?,
respectively, for the (+)-myclobutanil. The (-)-myclobutanil was not metabolized
by CYP450 enzymes. The isoforms involved in myclobutanil metabolism were
CYP2C19 and CYP3AA4. In vitro inhibition studies showed that

myclobutanil is a medium inhibitor of CYP2D6 and CYP2C9 enzymes and a
strong inhibitor of CYP3A4/A5 and CYP2C19 enzymes.

Keywords: myclobutanil; chiral pesticide; enantioselective analysis; in vitro

metabolism; human liver microsomes; CYP450 inhibition.
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1. INTRODUCAO
1.1Praguicidas

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2018), a classificagédo
vigente define como praguicidas as substancias obtidas a partir de processos
quimicos, fisicos ou biologicos, que sdo empregadas no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, para preserva-los da acao de seres vivos
considerados nocivos. Os praguicidas atuam no controle de insetos (inseticidas),
no controle de fungos (fungicidas), no combate as plantas invasoras (herbicidas),
no combate as bactérias do solo (fumigantes), no combate a algas (algicidas),
no combate a aves (avicidas), no combate aos nematoides (nematicidas), no
combate aos moluscos (moluscicidas), no combate aos acaros (acaricidas), no
combate as folhas indesejadas (desfolhantes) e na secagem de fluidos
(dessecantes) (BRAIBANTE, ZAPPE, 2012). Ao longo dos anos, o uso de
praguicidas nas lavouras tem aumentado, o que pode ser creditado a busca por
uma maior produtividade, independente das condi¢cdes climaticas serem
favoraveis ou ndo e também por alimentos que possam ser conservados por
mais tempo, sem perdas na sua qualidade (SANTOS FERMAM; SOUZA
ANTUNES, 2009).

O Brasil é 0 quinto pais com maior consumo de agroquimicos do mundo,
com um consumo de 76 milhdes de Kg por ano (WORLDATLAS, 2017),
correspondendo a um crescimento maior que 100% nos ultimos dez anos, sendo
gue muitos dos principios ativos que sdo comercializados livremente no pais sao
proibidos em paises da Unido Europeia e nos Estados Unidos (ROSSI, 2015).
Embora o consumo de praguicidas no pais apresente numeros elevados, é
importante considerar também o aumento na area cultivada, considerando que
o Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo, com uma area
agricola cultivada, de aproximadamente, 75 milhdes de hectares, segundo o
IBGE (IBGE, 2017), o que contribui com a alta demanda por defensivos
agricolas. Estudos publicados apontam que 70% dos produtos in natura
consumidos no pais estdo contaminados com residuos de praguicidas (ROSSI,
2015), isso sem considerar os alimentos processados, obtidos a partir de graos

geneticamente modificados que também apresentam essas substancias



quimicas. Os produtos agricolas que mais empregam agroquimicos no Brasil,
segundo a Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO, 2015), séo:
soja (40%); milho (15%); cana-de-agucar e algodao (10% cada); citricos (7%);
café, trigo e arroz (3% cada); feijao (2%); batata (1%); tomate (1%); maca (0,5%);
banana (0,2%), que sdo também as culturas com maior area plantada no pais
(IBGE, 2017).

Idealmente um praguicida deveria ser toxico para 0 organismo alvo e ao
mesmo tempo, inofensivo para as espécies nao-alvo, porém o aumento no uso
dessas substancias ao longo dos anos tem gerado uma alarmante preocupacéo,
uma vez que 0s agroquimicos podem apresentar riscos a saude ambiental,
animal e humana. O uso elevado dos praguicidas nas lavouras gera danos ao
meio ambiente, pois estes podem causar contaminacdo do solo, de espécies
vegetais ndo-alvo e da agua, afetando as demais espécies que vivem nesses
habitat, como os peixes e 0s passaros que se alimentam desses peixes (AKTAR;
SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009). O homem ¢é exposto diariamente aos
praguicidas através de diferentes maneiras, podendo ser uma exposicao direta,
como a do trabalhador responsavel por aplicar esse produto nas lavouras ou até
mesmo por uma exposicao indireta, causada pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados com residuos destes (WANG et al., 2015). Como consequéncia,
o numero de mortes e de doencas cronicas, causadas por essa exposi¢cao do
homem aos praguicidas é maior que um milhdo por ano (AKTAR; SENGUPTA;
CHOWDHURY, 2009). Na Tabela 1 estao listados diferentes efeitos que estéo

relacionados a exposi¢ao do homem aos praguicidas.

Tabela 1. Efeitos associados a exposi¢cao aos praguicidas

Efeito Referéncia

Doenca de Alzheimer HAYDEN et al., 2010
Desenvolvimento de cancer VOPHAM et. al., 2015
Disturbios neurologicos KEIFER; FIRESTONE, 2007
Disturbio no sistema reprodutor CHEVRIER et al., 2013

Disturbios Metabdlicos EVANGELOU et al., 2016




Atualmente 30% dos praguicidas comercializados possuem um ou mais
centros de assimetria, sendo moléculas quirais (DE ALBUQUERQUE, et. al.,
2018). Na China, maior produtor agricola do mundo e maior consumidor de
agroquimicos, esse numero corresponde a 40% dos produtos empregados nas
lavouras (DONG et al., 2012). Na maioria dos casos, 0s praguicidas quirais, sao
comercializados como mistura racémica de seus enantidbmeros e embora estes
apresentem as mesmas propriedades fisico quimicas, em um ambiente quiral
podem diferir consideravelmente na atividade bioldgica, excrecdo, metabolismo
e toxicidade, sendo assim, enquanto um enantibmero pode atuar contra 0s
organismos desejados, 0 outro pode ndo ter atividade ou até mesmo causar
efeitos indesejados, como uma degradagdo mais lenta no ambiente (WANG et
al., 2008) e também acarretar alteracdes fisioldgicas em plantas (DONG et al.,
2012). Apenas 7% dos praguicidas quirais sdo comercializados como
enantibmero puro ou como mistura enriquecida do enantibmero ativo
(GARRISON; GAN; LIU, 2011), como é o caso do metalaxil (ZHANG et al., 2012)
e benalaxil (QIU et al., 2007), que sdao comercializados como uma mistura
enriqguecida contendo 97% do enantibmero R, uma vez que estudos
demonstraram que este apresenta uma maior atividade e também uma menor
toxicidade para espécies ndo-alvo. Com isso, o desenvolvimento de métodos
enantiosseletivos para analise e quantificacdo desses enantibmeros € de grande

relevancia.

1.2Miclobutanil

O miclobutanil (Figura 1) é um fungicida da familia dos triazéis,
amplamente utilizado no Brasil e no mundo, sendo aplicado como foliar nas
culturas de arroz, batata, café, maga, meldo, soja e uva (ANVISA, 2011) e
atuando no controle de diversas doencas da planta, como ferrugem e cancro.
Sua acdo esta envolvida com a inibicdo da enzima esterol 14-dimetilase,
responsavel pela producdo de ergosterol, um dos principais compostos

envolvido na formagéo da parede celular do fungo (YAN et al., 2014).



Figura 1. Estrutura quimica do miclobutanil. *centro de assimetria
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O miclobutanil possui um grupo ciano com um &tomo de carbono

assimétrico, o que configura quiralidade para a molécula, sendo, portanto
constituido pela mistura racémica de seus dois enantibmeros (WANG et al.,
2008). Embora os enantibmeros do miclobutanil apresentem as mesmas
propriedades fisico-quimicas, estes diferem entre si em termos de atividade, uma
vez que o (+)-miclobutanil apresenta uma maior atividade fangica contra a
espécie alvo quando comparado ao outro enantiomero (DENG; HU, 2011). Essa
diferenca de atividade entre os enantibmeros do miclobutanil foi observada
também avaliando o efeito deste sobre as espécies Cercospora arachidicola,
Fulvia fulvae e Phytophthora infestans, onde o (+)-miclobutanil foi de 1,79 a 1,96
vezes mais ativo do que o (-)-miclobutanil (SUN et. al., 2014). Apesar de ser
possivel comercializar o agroquimico como enantibmero puro ou como uma
mistura enriquecida do enantidmero com maior atividade fungica, diminuindo
assim a concentracao de praguicida no ambiente e consequentemente 0 risco
de contaminacao para espécies ndo-alvo, este continua sendo comercializado
como mistura racémica de seus dois enantibmeros.

Por ser comercializado como mistura racémica, as acdes dos
enantidbmeros separados do miclobutanil ndo s&o bem conhecidas e ndo podem
ser ignoradas, pois este composto produz um aumento nos niveis de
testosterona, alterando a capacidade reprodutiva além de provocar também
mudancas na concentracdo de hormonios tiredideos (YAN et al., 2014) e causar
diferentes graus de toxicidade hepatica (DONG et al., 2012). Além disso, estudos

realizados por Song et al (2017) demonstraram que o potencial do miclobutanil



de atuar como desregulador enddcrino foi enantiosseletivo, com atividade
antiestrogénica na ordem de R-(-)-miclobutanil > rac-miclobutanil > S-(+)-
miclobutanil.

Estudos vém apontando uma preferéncia de degradacdo de um dos
enantibmeros desse fungicida em relacdo ao outro, quando a mistura racémica
€ empregada, o que j& foi comprovado por andlises de amostras de morango
(ZHANG et al., 2011), solo e pepino (DONG et al., 2012), o que pode ser avaliado
através dos tempos de meia-vida dos enantidmeros (Tabela 2). Essas diferencas
no tempo de meia-vida, também foram observadas em estudos de metabolismo
empregando microssomas hepaticos de ratos (YAN et. al., 2014) e hepatdécitos
de ratos (WANG et. al., 2015), nos quais foi observada uma preferéncia maior
de metabolizacdo por um enantibmero em relacdo ao outro (Tabela 3). O que
pode acarretar em uma série de problemas. (PEREZ-FERNANDEZ; GARCIA;
MARINA, 2011).

Tabela 2. Tempo de meia-vida de degradacéo dos enantibmeros do miclobutanil
observados em diferentes estudos

Alvo tw. (+)-MCL (dias)  t» (=)-MCL (dias) Referéncia
Morango 3,63 4,25 ZHANG et al., 2011
Pepino 2,30 2,56 DONG et al., 2012

Solo 6,23 6,59 DONG et al., 2012

Tabela 3. Tempo de meia-vida dos enantibmeros do miclobutanil em diferentes
modelos

Modelo t¥2 (+)-MCL (h)  t%2 (-)-MCL (h) Referéncia
Microssomas de
0,14 1,60 YAN et. al., 2014
ratos
Hepatdcitos de
10,66 15,07 WANG et. al., 2015

ratos




Diversos estudos vém sendo realizados a fim de avaliar a toxicidade do
miclobutanil para organismos n&o-alvo. Os resultados encontrados apontaram
uma toxicidade enantiosseletiva entre os enantidbmeros do praguicida, uma vez
gue foram observados diferentes graus de toxicidade entre a mistura racémica,
o (+)-miclobutanil e o (-)-miclobutanil, o que ja foi comprovado para lagartos da
espécie Eremias argus (CHEN et. al., 2017), e organismos aquaticos das
espécies Scenedesmus obliquus (CHENG et. al., 2013; LI et. al., 2015), Daphnia
magna (LI et. al., 2015; SUN et.al., 2014) e Danio rerio (LI et. al., 2015). Além
disso, foi possivel observar também uma distribuicdo desigual do miclobutanil
entre diferentes tecidos avaliados, com uma maior concentracao deste no figado
e no intestino (CHEN et. al., 2017; CHENG et. al., 2017).

O homem é exposto aos praguicidas por diferentes maneiras, seja pelo
contato direto ou até mesmo pela ingestédo de alimentos pulverizados com estes
(WANG et al., 2015). Essa exposicdo combinada com as diferencas
enantiosseletivas encontradas entre os enantibmeros do miclobutanil para
diversas espécies, faz com que seja de grande importancia conhecer seus
possiveis efeitos sistémicos, avaliando assim os efeitos dos enantibmeros sobre
as enzimas do citocromo P450 (CYP450), as principais enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobidticos (CLARKE; JONES, 2008; MARTIN, et. al., 2013).

1.3Anéalise Enantiosseletiva

Um determinado praguicida sera quiral quando for capaz de desviar um
plano de luz polarizada e sua imagem no espelho ndo se sobrepor a molécula
original. Essa quiralidade pode ser devido a presenca de um atomo de carbono
assimétrico na estrutura, ou seja, com quatro substituintes diferentes, como € o
caso do miclobutanil (Figura 1); além disso, a falta de um plano ou eixo de
simetria, a presenca de outros atomos estereogénicos tretavalentes ou
trivalentes e a restricdo de rotacdo causada por algum outro fator também séo
causas de quiralidade (SMITH; MARCH, 2007).

Um praguicida que possui em sua estrutura um unico centro quiral, €
constituido de apenas dois isbmeros que sdo denominados enantibmeros e

diferem entre si pela direcdo em que desviam o plano de luz polarizada, sendo



gue o enantibmero que desvia a luz para a direita € denominado (+) e chamado
de dextrogiro e o que desvia a luz para a esquerda € denominado (—) e chamado
de levogiro (SMITH; MARCH, 2007). Quando um composto € constituido de
quantidades iguais dos dois enantibmeros, as rotacfes se cancelam e estes
passam a ser oticamente inativos, sendo chamados de mistura racémica ou
racemato (SMITH; MARCH, 2007).

Como dito anteriormente, 0s enantibmeros possuem as mesmas
propriedades fisico quimicas, porém em ambientes quirais podem diferir em
termos de atividade e toxicidade. O crescente interesse em estudar e entender
a individualidade dos enantibmeros de praguicidas quirais, comercializados na
maioria dos casos como mistura racémica, vem gerando um aumento no numero
de métodos enantiosseletivos desenvolvidos. Esses métodos permitem a
diferenciacdo entre as atividades dos enantibmeros para que possam ser
analisados separadamente.

Diferentes técnicas analiticas sdo capazes de realizar a separacao quiral
entre enantibmeros. Dentre elas, as mais utilizadas sdo a cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar (EC) e
eletrocromatografia capilar (ECC) (PEREZ-FERNANDEZ; GARCIA; MARINA,
2011). Na Tabela 4 sao listadas vantagens e desvantagens de cada uma dessas

técnicas.



Tabela 4. Vantagens e desvantagens das técnicas analiticas em separacdes
quirais

Técnica Vantagens Desvantagens Referéncia
o Anallto deve s,er SCHURIG,
Alta eficiéncia; elevado poder termicamente estavel e )
CG - ” o 2001; ZHANG,
de detectabilidade volatil; possibilidade de 2005
racemizacao
Técnica ndo destrutiva; baixa Moderado consumo de PEREZ-
possibilidade de racemizacéo, . FERNANDEZ;
CLAE X solvente organico; custo .
grande numero de fases das colunas quirais GARCIA;
estacionarias disponiveis a MARINA, 2011
Alta eficiéncia; flexibilidade no Menor poder
uso de seletores quirais ClEiEEE el e, el
EC S0 guirais, dificuldade no GONG, 2005
auséncia de consumo solvente .
A desenvolvimento do
organico .
método
Alta eficiéncia; emprego de
ECC dlfer.entes fases estacionarias;  Dificuldade no preparo das KANG, 2002
baixo consumo de solvente colunas
organico

Dentre as técnicas analiticas acima citadas, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia domina a separacéo e andlise de praguicidas quirais, possuindo
um maior numero de métodos enantiosseletivos desenvolvidos (DE
ALBUQUERQUIE, et. al., 2018). Os trés modos de CLAE existentes em analise
enantiosseletiva (normal, reversa e polar organico) combinados com diversas
fases estacionérias, constituidas por diferentes seletores quirais, aumentam a
capacidade enantiosseletiva da técnica, proporcionando uma separacao
eficiente para uma grande variedade de praguicidas de classes distintas. Dentre
esses modos, o polar organico vem se destacando, ja que por empregar apenas
solventes organicos polares como fase movel (MATTHIJS; MAFTOUH;
HEYDEN, 2006a) consegue combinar as vantagens do modo em fase reversa
tais como, alta solubilidade, interacdes idnicas e polares com as vantagens
apresentadas pelo modo em fase normal, como a facilidade de evaporacéo do
solvente (em caso de andlises em escala preparativa) e alto potencial de
separacdo, além de andlises muito mais rapidas (MATTHIJS; MAFTOUH;
HEYDEN, 2006b).



A versatilidade da cromatografia liquida de alta eficiéncia em analises
enantiosseletivas de praguicidas quirais € muito em parte devido a existéncia de
diversos tipos de fases estacionarias, constituidas por diferentes seletores
quirais, que podem ser empregadas nessa técnica cromatografica. As principais
fases estacionarias quirais utilizadas sdo as constituidas de proteinas,
polissacarideos, tipo Pirkle, ciclodextrinas, antibidticos macrociclicos e polimeros
quirais (WARD; BAKER, 2008). Dentre as fases estacionarias citadas, as
constituidas de polissacarideos amilose e celulose, tém apresentado um melhor
desempenho em separacdo para um numero elevado de compostos e diferem
entre si na sua estrutura tridimensional, sendo que a celulose é linear e mais
rigida, enquanto que a amilose apresenta uma estrutura helicoidal e possui
cavidades bem definidas (TIAN et al., 2012). A separacao nessas colunas se da
pelas diferentes energias entre diasteroisdbmeros transientes formados pela
interacdo do composto com a fase estacionaria (ZHANG et al., 2005) e essas
interacdes dependem do tipo de polissacarideo (amilose ou celulose), da
estrutura tridimensional e também dos substituintes que sédo adicionados
(grupamentos ésteres e carbamatos) e acontece através de ligacdes de
hidrogénio, interagbes -, interagdes dipolo-dipolo e interagdes hidrofébicas
(ANDERSSON et al., 2003).

1.4Estudos de Metabolismo in Vitro

A biotransformacéo ou metabolismo € o principal processo responsavel
pela eliminacdo de xenobioticos do corpo. Nesta etapa, 0s compostos
geralmente lipofilicos, sdo convertidos em derivados com um maior carater
hidrofilico, que podem ser eliminados mais facilmente do organismo (RAUNIO et
al, 2015). Diferentes 6rgéos do corpo humano, tais como figado, rins, intestinos
e pulmdes, sdo capazes de realizar processos de biotransformacéo, porém o
figado ganha destaque, uma vez que contém o grupo de enzimas do citocromo
P450 (CYP450), que desempenha um papel fundamental e importante no
metabolismo de xenobioticos, devido a sua abundéncia e baixa seletividade
(ASHA; VIDYAVATHI, 2010). Com isso, estudos in vitro, utilizando sistemas
derivados de figado humano, vém se mostrando muito eficaz na estimativa do

metabolismo de um composto quando comparado com estudos in vivo.
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A conversdo de compostos em derivados que sdo eliminados mais
facilmente do organismo pelo metabolismo, pode ocorrer através de diferentes
reacoes, que sao divididas em reagOes de funcionalizacdo (Fase 1) e reacbes
de conjugacdo (Fase 2) (GIBSON; SKETT, 2001). Diferentes isoenzimas
hepaticas do CYP450 participam do processo de Fase 1, sendo responsaveis
por reacdes de reducdo, oxidacdo e hidrdlise. Enquanto que, na Fase 2, estdo
envolvidas as enzimas glutationa-S-transferase, UDP-glucuronosiltransferases,
sulfotransferases, N-acetiltransferases e metiltransferases (RAUNIO et al.,
2015).

As enzimas do CYP450 responsaveis pelas reacfes de Fase 1 constituem
uma grande familia de proteinas ligadas ao metabolismo de uma grande
variedade de compostos. Todas as enzimas nessa superfamilia recebem o nome
de CYP. Enzimas com mais de 40% de aminoacidos homélogos na sequéncia
séo colocadas na mesma familia e denominadas com um namero (CYP1, CYP2,
CYP3). Dentro de uma mesma familia, podem existir subfamilias que sé&o
denominadas com uma letra (CYP1A, CYP2C, CYP3A). Por fim, a letra é seguida
de um numero, que representa a enzima individual (por exemplo, CYP1A2,
CYP2C8, CYP3A4) (COLEMAN, 2005). As isoformas do CYP450 mais
importantes envolvidas no metabolismo de farmacos sdo CYP3A4, CYP3A5,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2A6, CYP2E1l, CYP1A2, CYP2C19 e CYP2D6
(CLARKE; JONES, 2008; MARTIN, et. al., 2013).

Em estudos de metabolismo in vitro, diferentes modelos podem ser
empregados, tais como hepatécitos, fracdo S9, linhagem de células,
microssomas hepaticos de humanos (HLM), sendo este ultimo um dos modelos
mais utilizado, uma vez que contém as enzimas importantes do CYP450 (ASHA;
VIDYAVATHI, 2010). Microssomas hepaticos s&do oriundos do reticulo
endoplasmatico liso das células do figado, e séo obtidos através de processo de
homogeneizacéo e posterior centrifugacéo diferencial. Além disso, esse modelo
apresenta como vantagens a facilidade de manejo e armazenamento, podendo
ser mantido congelado por longos periodos de tempo; € um modelo muito bem
caracterizado para a realizacdo de estudos de metabolismo e também apresenta
um relativo baixo custo (ASHA; VIDYAVATHI, 2010).
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O modelo in vitro empregando microssomas hepaticos pode ser utilizado
na identificacdo de metabdlitos, na determinacdo dos parametros cinéticos, em
reacfes de fenotipagem e em estudos de inibicdo enzimatica (ASHA;
VIDYAVATHI, 2010). Além disso, um outro fator a ser considerado € a
enantiosseletividade no metabolismo de moléculas quirais, pois 0s enantiomeros
podem apresentam interacdes especificas com as enzimas responsaveis pelo
metabolismo, possuindo tempos distintos de degradacdo (YAN et al., 2014).
Com isso torna-se de fundamental importancia o estudo enantiosseletivo do

metabolismo de praguicidas quirais.

1.4.1 Cinética Enzimética

A caracterizacdo in vitro da rota metabdlica de xenobidticos geralmente
comeca com uma andlise dos parametros cinéticos relacionados a velocidade
de formagdo do metabdlito ou consumo do substrato. Para transformagdes
mediadas pelo CYP450, uma analise tipica envolve uma descricdo matematica
da velocidade metabdlica, que €é NADPH-dependente, em funcdo da
concentracdo do substrato (S). O modelo matematico de cinética enzimatica
mais empregado é o modelo de Michaelis-Menten que pode ser representado
pela Equacéo 1:

Vmax [S]

Vo=—0
© Km + [S]

Equacédo 1

A equacao de Michaelis-Menten corresponde a equacéo da velocidade de
uma reacao catalisada por uma enzima que tem afinidade por um udnico
substrato. A enzima (E) se liga ao substrato (S), formando o complexo enzima-
substrato (ES) que é decomposto, obtendo-se o produto (P) (Equacéo 2). Por se
tratar de um equilibrio quimico, a dissocia¢cdo do complexo enzima-substrato em
enzima e substrato € muito mais rapida que a velocidade de formacédo do
produto, sendo esta entdo, a etapa limitante da reacdo (SEIBERT; TRACY,
2014a).
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E4+S <«ES -E+P Equacéo 2

No modelo descrito por Michaelis-Menten, a curva que expressa a relagao
entre a [S] e Vo (velocidade inicial) se aproxima de uma hipérbole retangular
(Figura 2A), sendo a velocidade inicial maxima obtida durante a reacao
representada por Vmax, que ocorre na regido de platd, quando o aumento da
concentracéo de substrato ndo resulta em variagdes significativas na velocidade
da reagéo, e Km (constante de Michaelis-Menten) a concentracdo de substrato
correspondente & metade de Vmax, € indica a afinidade de uma enzima pelo seu
substrato, sendo que quanto maior o valor de Km, menor € a afinidade da enzima
pelo substrato (NELSON; COX, 2002).0 perfil cinético que descreve uma
determinada reagdo catalisada por uma enzima pode ser graficamente
determinado através de programas como o GraphPad Prism® e podem ser
confirmados pela transformada de Eadie-Hosftee, que equivale a velocidade em
funcdo da raz&o entre velocidade e concentragdo de substrato (Figura 2B)
(KORZEKWA, 2008).

Figura 2. Cinética michaeliana. (A) Perfil cinético de Michaelis-Menten. (B)

Transformada de Eadie-Hosftee caracteristica de cinética michaeliana.
(Adaptado de SEIBERT; TRACY, 2014a).

150+

100+

Y-int = Vo

100+

504+ Slope = -K,

»

=]

[S] vi[S]

O estudo de cinética enzimatica deve ser realizado em condi¢des de Vo
que € a medida da cinética sob as condicdes em que ndo h4 uma mudanca
significativa na concentragdo do substrato, uma vez que a velocidade de

formacdo do complexo enzima-substrato e a velocidade de dissociacdo desse
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em produto € a mesma (SEIBERT; TRACY, 2014a). O estado estacionario €
determinado por uma velocidade de reacdo linear em funcdo do tempo
(KORZEKWA, 2008). O conhecimento dos parédmetros enzimaticos é
fundamental para posteriores estudos de inibicdo enzimatica (MULHOLLAND et
al., 2011).

As enzimas do CYP450 apresentam uma eficiéncia catalitica reduzida,
devido aos seus sitios ativos maiores e menos especificos, assim, além do
modelo michaeliano, alguns modelos atipicos de cinéticas podem ser
observados nos estudos de metabolismo in vitro, como resultado da ligacao de
multiplas moléculas de substrato no sitio ativo da enzima e outras equacdes
matematicas descrevem o perfil de cada uma delas. Sdo elas: cinética bifasica,
multienzimatica, cinética de Hill (sigmoidal) e inibicdo pelo substrato (Figura 3)
(SEIBERT; TRACY, 2014b).
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Figura 3. Perfis cinéticos atipicos. (A) cinética bifasica. (B) cinética
multienzimatica. (C) cinética de Hill (Sigmoidal). (D) inibicdo pelo substrato.
(Adaptado de SEIBERT; TRACY, 2014b).

A

[S] (3]

[S] [S]

1.4.2 Correlacdo in Vitro-in Vivo (CIVIV) e Predicdo Parametros

Toxicocinéticos

Através dos parametros cinéticos obtidos, Vmax € Km, torna-se possivel
determinar o clearance intrinseco (CLint), que corresponde a capacidade do
figado em depurar um determinado xenobiético (SEIBERT; TRACY, 2014a) na
auséncia de ligacdo as proteinas e fluxo sanguineo hepatico e é obtido atraves

da Equacéao 3.

Vmax ~ Vmax ~
CLipt = sl Ky Equacao 3
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O CLint determinado a partir dos resultados obtidos pelo estudo de
metabolismo in vitro difere do clearance hepético (CL#), in vivo, uma vez que
podem ocorrer ligacbes ndo especificas do xenobidtico tanto com as proteinas
plasmaticas quanto com as proteinas microssomais (CHANG et. al., 2010).
Sendo assim, a extrapolacdo dos resultados deve ser realizada, levando em
consideracao as fragdes nédo ligadas as proteinas plasmaticas e microssomais,
o que fornece melhores previsbes da capacidade de depuracdo hepatica
humana (CHIBA; ISHII; SUGIYAMA, 2009). Valores de CLn préximos ao fluxo
sanguineo hepético indicam que o figado é o principal érgao responsavel pela
eliminagc&o do xenobi6tico (DAMRE; IYER, 2012).

Além do clearance hepético, um outro parametro importante, a taxa de
extracdo hepatica (E), também pode ser obtida, por extrapolacao dos resultados
in vitro. Esse parametro se refere a razao entre a quantidade do composto que
entra no figado (por exemplo, via veia porta hepatica) e a quantidade dele que
ndo € metabolizada (COLEMAN, 2005). Taxas de extracdo superiores a 0,7
indicam uma grande capacidade de metabolizacdo, enquanto que taxas
inferiores a 0,3 indicam uma metabolizacédo lenta (COLEMAN, 2005). Taxas de
extragcdo elevadas provocam o efeito de primeira passagem pelo figado, no qual
a concentracdo do xenobidtico € diminuida significativamente antes de atingir a

circulacao sistémica.

1.4.3 Fenotipagem

Apés a obtencdo dos paréametros cinético-enzimaticos e a predigdo dos
parametros toxicocinéticos in vivo, comprovando assim a participacdo das
enzimas do CYP450 no metabolismo de um determinado xenobiotico, um outro
parametro importante é a determinagéo das isoformas do CYP450 que estédo
envolvidas no metabolismo do composto em questédo, conhecido também como
fenotipagem (RODRIGUES, 1999). A realizagdo desse estudo € de grande
importancia, uma vez que, se um determinado xenobiotico é metabolizado por
uma dnica enzima e algum medicamento administrado concomitantemente inibir
a atividade dessa enzima especifica, podera ocorrer um acumulo do xenobidtico
no organismo (OLGIVIE et. al., 2008).
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A reacdo de fenotipagem pode ser realizada através de quatro
experimentos distintos. Sao eles: (i) anélise de correlacdo, que relaciona a taxa
de metabolismo do xenobdtico em véarias amostras de microssomas hepaticos
de humanos com as taxas de reacdo variando o nivel ou a atividade das enzimas
do CYP nas mesmas amostras microssomais; (ii) inibicdo quimica, que avalia o
efeito de inibidores conhecidos das enzimas do CYP no metabolismo do
xenobidtico por microssomas hepéaticos; (iv) inibicdo por anticorpos monoclonais
especificos do CYP450, avaliando o efeito de inibicdo das enzimas do CYP
causadas por esses anticorpos, no metabolismo do xenobidtico por microssomas
hepéticos; (v) metabolismo utilizando as isoformas recombinantes do CYP (por
exemplo, Superssomas®), no qual o composto em andlise e a enzima individual
do CYP450 (por exemplo, CYP3A4) sao incubados juntamente e posteriormente
verifica-se a capacidade dessa enzima em metabolizar o xenobiotico (OLGIVIE
et. al., 2008).

As enzimas recombinantes do CYP ndo sdo expressas nas células na
mesma concentracdo que reflete seus niveis em microssomas hepaticos de
humanos (OLGIVIE et. al., 2008). Com isso, 0 Superssoma® pode apresentar
valores de atividade maiores quando comparado aos obtidos utilizando pool de
microssomas. Para anular esse efeito é necessario realizar a normalizacao dos
dados obtidos com Superssomas®, o que é feito multiplicando a velocidade da
reacdo obtida para cada isoforma pela concentracdo da mesma em
microssomas hepéticos de humanos. Os valores normalizados sdo somados e
expressos, para cada isoforma, como porcentagem (RODRIGUES, 1999). A
Tabela 5 apresenta a concentracdo de cada isoforma presente nos microssomas

hepaticos de humanos (HLM).
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Tabela 5. Concentragcdo das principais isoformas do CYP450 em HLM
(Adaptado de: RODRIGUES, 1999).

Isoforma do CYP450 Concentracdo em HLM (pmol CYP/mg)

CYP1A2 45
CYP2B6 39
CYP2C8 64
CYP2C9 96
CYP2C19 19
CYP2D6 10
CYP3A4 108
CYP3A5 1

1.4.4 Estudos de Inibicdo Enzimatica

As enzimas do citocromo P450, encontradas em grande abundéancia no
figado humano, sdo as principais envolvidas no metabolismo da maioria dos
xenobioticos. Esse fato, combinado com a elevada exposicdo do homem aos
praguicidas, torna necessario o estudo de possiveis interacdes destes com
medicamentos metabolizados por essas enzimas (ABASS; PELKONEN, 2012).

O uso concomitante de medicamentos com a exposi¢cado a praguicidas
pode acarretar em interacdes que resultam em inducdo ou inibicdo enzimatica
(WALSKY; BOLDT, 2008). A indugcdo causa um aumento da atividade
enzimatica, levando a uma maior eliminacdo do farmaco, o que reduz a
concentracdo deste no organismo, podendo perder seu efeito terapéutico
(PELKONEN, et. al., 2008). Enquanto que a inibigao resulta em uma diminuicao
ou perda da atividade enzimatica, levando a um aumento da concentracdo do
farmaco no organismo, podendo causar efeitos téxicos (PELKONEN, et. al.,
2008).

Ainibicdo da atividade enzimatica pode ocorrer através de duas maneiras:
(i) inibicdo direta e (ii) inibicdo tempo dependente (OGILVIE et. al., 2008). A
inibicdo direta ocorre quando um determinado composto inibe a enzima, assim

gue a exposicdo ocorre e sem necessidade de biotransformacgéo. Enquanto que
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na inibicdo tempo dependente, o potencial do inibidor aumenta com o tempo de
contato entre o inibidor e a enzima, sendo quase irreversivel ou irreversivel
(OGILVIE et. al., 2008).

As principais isoformas do CYP450 para as quais deve ser avaliado o
efeito de inibicdo de um determinado praguicida sdo: CYP1A2, CYP2AG6,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A, uma vez
que correspondem a 70% do contetdo de CYP do figado humano (WALSKY;
BOLDT, 2008) e sao responsaveis pelo metabolismo de 75% dos farmacos
comercializados (SPPAGIARI, et. al., 2014).

A primeira etapa do estudo de inibicdo de um praguicida sobre as enzimas
do CYP450 é a determinacdo do seu valor de ICso, que corresponde a
concentracdo do praguicida responsavel pela inibicdo de 50% da atividade
enzimatica (OGILVIE et. al., 2008). Os ensaios de ICso sdo utilizados como uma
triagem inicial, uma vez que a partir deles, € possivel determinar quais isoformas
sao inibidas e o potencial dessa inibi¢éao, classificado como fraco, moderado ou
forte, dependendo do valor obtido para este parametro (SPPAGIARI, et. al.,
2014). Esses ensaios acarretam em uma diminuicdo de tempo e custos gastos
no estudo.

Para a determinacdo do ICso séo utilizadas reagbes denominadas como
marcadores, que sao caracteristicas e seletivas para uma determinada isoforma
do CYP450 e recomendadas pelo FDA (Tabela 6) (ABASS; TURPEINEN;
PELKONEN, 2009). A concentracdo de praguicida empregada deve ser a
mesma obtida no estudo de cinética enzimatica, sendo equivalente ou inferior ao
valor de Km e as condic¢Oes de incubacéo (tempo e concentragao proteica) devem
ser estabelecidas respeitando as condi¢cdes de estado estacionario da reacéo
enzimatica do marcador (OGILVIE et. al.,, 2008). Os resultados obtidos s&o
comparados com controles negativos, preparados na auséncia do praguicida,
correspondendo a 100% da atividade enzimatica e expressos pela porcentagem
de atividade enzimatica remanescente em fung&o do logaritmo da concentracéo

do substrato marcador empregada.
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Tabela 6. Substratos utilizados como marcadores para as principais isoformas
do CYP450 (Adaptado de: SPPAGIARI, et. al., 2014).

Isoforma do CYP450 Substratos
CYP1A2 Fenacetina; cafeina; tacrina
CYP2A6 Cumarina
CYP2B6 Bupropiona
CYP2C8 Paclitaxel; amodiaquina; repaglinida
CYP2C9 Diclofenaco; tolbutamida
CYP2C19 (S)-mefenitoina; omeprazol
CYP2D6 Bufuralol; dextrometorfano
CYP2E1 Clorzoxazona; anilina

CYP3A Midazolam; testosterona; nifedipina;
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2. OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo a realizacdo de um estudo de
metabolismo in vitro enantiosseletivo do praguicida miclobutanil empregando
microssomas hepatico de humanos. Além disso, foi avaliada a capacidade do
miclobutanil em inibir as principais enzimas do CYP450. Os estudos foram
realizados empregando a mistura racémica e também os enantibmeros

individuais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Preparo das Solugdes Padréo

O padréao miclobutanil (= 99,4%) foi obtido da empresa Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA) e a solugéo padréo foi preparada em metanol na concentragéao de
100 pug mLt. O diazepam (= 99,0%), a fenacetina (= 98,0%), a nifedipina (=
98,0%), o ibuprofeno (= 98.0%) e a isradipina (= 98,0%), testados para serem
utilizados como padréo interno, também foram obtido da empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA) e preparados em metanol na concentracdo de 0,5 mg mL™.
Todas as solucdes padrdao foram armazenadas em tubos de vidro ambar a
—20°C. No preparo dessas solucdes foi utilizada uma balanca analitica Sartorius,
modelo CPA225D (Goettingen, Alemanha) e o agitador de tubos tipo mixer

Phoenix, modelo AP56 (Araraquara, Brasil).

Os substratos e metabdlitos utilizados nos ensaios de inibicdo enziméatica
foram: fenacetina (= 98,0%), acetominofeno (= 98,0%), diclofenaco (= 98,0%),
clorzoxazona (= 98,0%) e nifedipina (= 98,0%) adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA); 4’-hidroxidiclofenaco (= 98,0%), S-mefenitoina (=
98,0%), 4’-hidroximefenitoina (= 98,0%), bufuralol (= 98,0%), 1’-hidroxibufuralol
(= 98,0%), 6-hidroxiclorzoxazona (= 98,0%) e deidronifedipina (= 98,0%) obtidos
da empresa Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada); midazolam (=
98,0%) e 1’-hidroximidazolam (= 95,0%) adquiridos da empresa Cayman
Chemicals (Ann Arbor, EUA). Tobultamida (= 97,0%) e bisfenol A-d16 (= 98,0%),
utilizados como padrao interno, foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA). As solucdes padrdo de substrato foram preparadas na seguintes
concentracdes e solventes: fenacetina (962 umol L, acetonitrila), diclofenaco
(3956 umol L, metanol), S-mefenitoina (8000 umol L, acetonitrila), bufuralol
(432 umol L%, acetonitrila), clorzoxazona (11672 pmol L1, acetonitrila), nifedipina
(560 pumol L1, acetonitrila), midazolam (433 umol L, acetonitrila). As soluces
padroes dos metabdlitos (acetominofeno, 4’-hidroxidiclofenaco, 4'-
hidroximefenitoina, 1’-hidroxibufuralol, 6-hidroxiclorzoxazona, deidronifedipina,
1’-hidroximidazolam) foram preparadas na concentracdo de 1000 pumol L no
mesmo solvente do seu substrato. As solugdes de diazepam, tolbutamida e
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bisfenol A-d16, utilizados como padrdo interno, foram preparadas na
concentracéo de 1 umol L%, em metanol. Todas as solugGes foram estocadas

em tubo ambar a —-20 °C.

3.2Reagentes e Solventes

Agua ultrapura foi obtida no Sistema Direct-Q 3 MilliQ da Millipore
(Massachusetts, EUA).

As solugdes tampéao que compdem o meio microssomal foram preparadas
utilizando fosfato de sédio monobasico e fosfato de sodio dibasico di-hidratado
adquiridos da Synth (Diadema, Brasil); tris(hidroximetil)Jaminometano da J. T.
Baker (Philipsburg, EUA) e cloreto de potassio granular da Mallinckrodt
Chemicals (Xalostoc, México), todos grau analitico.

Os solventes utilizados nas andlises cromatograficas e no preparo das
amostras foram hexano, acetonitrila, isopropanol, etanol, metanol, cloroférmio,
acetato de etila e diclorometano, todos grau HPLC obtidos da Panreac
(Barcelona, Espanha).

Os agentes solubilizantes utilizados na avaliacdo da solubilidade do
miclobutanil em meio microssomal foram Cremophor EL® (triricinoleato de
polioxietileno glicerol), polisorbato 80 (Tween 80®), hidroxipropil-B-ciclodextrina
obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e glicerina obtida da empresa
Synth (Diadema, Brasil).

3.3Microssomas Hepaticos e Enzimas Recombinantes

Um pool de microssomas hepaticos de humanos de 150 doadores
distintos, de ambos o0s sexos, na concentracado proteica de 20 mg mL%, foi obtido

da empresa Corning Life Science (Arizona, EUA) e armazenado a —80°C.

As isoformas recombinantes do CYP450 (Superssomas®): rCYP1A1,
rCYP1A2, rCYP3A4, rCYP3A5, rCYP2B6, rCYP2CS8, rCYP2C9, rCYP2C19,
rCYP2D6 e rCYP2EL, juntamente com o controle negativo constituido de células
de inseto, foram também obtidas da empresa Corning Life Science (Arizona,

EUA) e armazenado a —80°C.
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3.4 Desenvolvimento de um método enantiosseletivo para analise do
miclobutanil
A avaliacdo das colunas quirais no desenvolvimento do método para

analise dos enantiomeros do praguicida foi realizada em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia da Shimadzu (Quioto, Jap&o), composto
por duas bombas LC-6AD, controladora SCL-10AVP e detector UV/VIS SPD-
10AV operando em 223 nm (comprimento de onda de maxima absor¢cdo do
miclobutanil). A aquisi¢cdo dos dados foi realizada através do software Class-VP,

também da Shimadzu.

Na realizacéo da triagem para separacao enantiosseletiva do miclobutanil,
tanto no modo normal, quanto no modo polar orgéanico, foram utilizadas as
colunas Chiralpak AD® (amilose-tris-3,5-dimetilfenilcarbamato) (250 x 4,6 mm, 10
um), Chiralpak AD-H® (amilose-tris-3,5-dimetilfenilcarbamato) (150 x 4,6 mm, 5
um), Chiralcel OJ® (celulose tris 4-metilbenzoato) (250 x 4,6 mm, 10 um),
Chiralpak AS® (amilose tris[(S)-1-feniletiicarbamato]) (250 x 4,6 mm, 10 um).

O desenvolvimento do método para analise enantiosseletiva do praguicida
foi realizada primeiramente no modo normal, baseada no trabalho descrito por

Perrin et al (2002), de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 4.



Figura 4. Fluxograma para avaliagdo de diferentes
enantiomeros do miclobutanil em modo normal.
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Na sequéncia foi realizada a otimizacdo de um método enantiosseletivo

para a analise do miclobutanil em modo polar organico, baseada no trabalho

descrito por Matthijs et al (2006b), de acordo com o fluxograma apresentado na

Figura 5.



25

Figura 5. Fluxograma para avaliacdo de diferentes colunas na separacdo dos
enantiomeros do miclobutanil em modo polar organico.
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3.5 Método para o isolamento dos enantibmeros do miclobutanil

A coleta dos enantiomeros isolados do miclobutanil foi realizada utilizando
a coluna Chiralpak AD-H® e fase mével composta por metanol (100% v/v). A
vazdo foi de 0,3 mL min! e a coluna foi mantida em temperatura ambiente (23 +
2°C). Para tanto, apdés a injecdo da mistura racémica no sistema cromatogréfico,
0s picos correspondentes a cada enantibmero foram coletados, a fase mével
evaporada sob fluxo de ar comprimido, e em seguida, o residuo foi solubilizado

em metanol e a solucéo resultante foi armazenada a —20°C.

3.6 Identificacdo da atividade Optica dos enantidmeros do miclobutanil

A atividade otica dos enantiomeros coletados foi realizada por dicroismo
circular da marca Jasco (J-810, Easton, EUA). Para tanto, cada enantibmero
isolado foi solubilizado na fase mével (metanol) e em seguida as leituras foram
realizadas no intervalo de 210 nm a 300 nm, em um total de quatro acumulacdes,
apos a correcdo com o branco. As analises foram realizadas a 25° C, utilizando-

se uma cubeta de 1 mm de comprimento.
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3.7 Estudo de solubilidade do miclobutanil

A solubilidade do miclobutanil em meio microssomal foi determinada por
meio de uma analise aquiral, utilizando um equipamento de cromatografia liquida
da Shimadzu (Quioto, Japao) equipado com bombas LC-20AT, forno CTO-20A,
detector DAD SPD-M20A e controladora CBM-20A. Para tanto foi empregada a
coluna Ascentis Express Fused Core® C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 ym, da Supelco,
Pensilvania, EUA) e uma coluna de guarda Ascentis Express® C18 (5 x 4,6 mm,
2,7 ym). A fase mével empregada foi metanol:agua 50:50 (v/v) e vazéo de 1,2

mL min-1,

Na avaliacdo da solubilidade do miclobutanil no meio microssomal (n=5)
foi adicionado o substrato (miclobutanil) em 200 pL de solucdo tampéao fosfato
(pH 7,4; 0,1 mol L1), na auséncia e na presenca dos seguintes agentes
solubilizantes: Cremophor EL®, Tween 80®, glicerina ou hidroxipropil-B-
ciclodextrina. A solubilidade desse praguicida no meio foi avaliada numa faixa de
concentracdo de 1 pmol L1 até 50 umol L1, sendo esta Ultima a concentragéo
méaxima empregada nos estudos de metabolismo in vitro. Posteriormente, as
amostras foram analisadas diretamente por cromatografia liquida de alta
eficiéncia aquiral, de acordo com as condi¢cbes descritas acima. Os resultados
obtidos foram comparados com o0s resultados obtidos para analise desse
praguicida em etanol (100% de solubilidade), na mesma concentracdo e
analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism® verséo 5.0 (CA, EUA), no
qual foi empregado o teste estatistico t-Student (ndo pareado), onde valores de

p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.8Meio microssomal para os estudos de metabolismo in vitro

O meio microssomal foi constituido por 5 pL da solu¢do de miclobutanil
em etanol, 40 pL de microssomas hepaticos de humanos na concentracéo
proteica de 0,5 mg mL?, 105 pL de solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L*pH 7,4 +
0,25% (m/v) de Cremophor EL®. As amostras foram pré-incubadas em banho-
maria sob agitacdo (Marconi, modelo MA093, S&o Paulo, Brasil), durante 5
minutos a 37°C. O metabolismo foi iniciado pela adicdo de 50 pL do sistema de

regeneracdo de NADPH o qual é composto por (5 mmol L de glicose-6-fosfato,
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0,25 mmol L de fosfato de dinucleotideo de B-nicotinamida e adenina e 0,5
unidades de enzima glicose-6-fosfato desidrogenase), completando um volume
de 200 pL. A reacéo foi encerrada apos 50 minutos pelo inicio do procedimento

de preparo de amostra.

3.9 Preparo de amostra

A extracdo do miclobutanil do meio microssomal foi realizada
empregando-se a extracdo liquido-liquido (ELL). Os parametros otimizados
foram o tipo de solvente organico (acetado de etila, cloroférmio, diclorometano e
hexano), o volume do solvente organico (200; 400; 600; 800 e 1000 uL) e o
tempo de extracdo (5; 10; 15; 20 e 30 min). Para tanto foi empregado uma
solucdo de miclobutanil na concentracdo de 50 pumol L. Apdés o periodo de
incubacdo do meio microssomal foi adicionado ao meio o solvente extrator
juntamente com 50 pL do padrédo interno. As amostras foram agitadas em
agitador orbital Vibrax VXR Basic® da IKA (Staufen, Alemanha) durante 10 min
e posteriormente centrifugadas a 1600 x g por 10 min na temperatura de 4°C em
centrifuga Hitachi HIMAC CF 15D2 (Téquio, Japado). A fracdo organica foi
coletada (400 pL), evaporada sob fluxo de ar comprimido, e em seguida, 0
residuo foi solubilizado em 200 puL de metanol 100% para andlise por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A eficiéncia do processo de preparacdo da amostra foi determinada
através da avaliacdo da porcentagem de recuperacéo e da seletividade. Para
tanto, foi feita a comparacao das areas obtidas para as amostras extraidas, com
amostras que ndo passaram pelo processo de extracdo as quais continham
apenas o analito e o padrao interno, considerados como 100% de recuperacéo.
A seletividade foi avaliada pela analise do “branco” microssomal. Os dados foram
analisados através do programa GraphPad Prism® verséo 5.0. Esse experimento

foi realizado em quintuplicata.
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3.10 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa (LC-MS/MS)

As analises por LC-MS/MS foram realizadas utilizando um sistema para
cromatografia liquida da Shimadzu (Quioto, Japdo) modelo Prominence,
composto por bomba LC-20AD, degaseificador online DGU-20A3R, injetor
automatico SIL-20ACHT, forno para coluna CTO-20AC, modulo de comunicacéo
CBM-20A acoplado ao espectrometro de massas da AB Sciex (Toronto,
Canada), modelo API 3200 equipado com fonte de ionizacdo poreletrospray

(ESI) e analisador triplo quadrupolo.

Nas analises por LC-MS/MS foi utilizada uma coluna cromatogréafica
Chiralpak AD-H® (150 x 4,6 mm, 5 um) e uma coluna guarda Ascentis Express
Fused Core Cis (3,0 mm x 4,6 mm 2,7 um) da Supelco (Pensilvania, EUA). A
fase movel foi composta por metanol (100%) contendo 0,1% de acido férmico. A
vazdo da fase movel foi de 0,9 mL min-t, com temperatura de analise de 35°C e
volume de injecdo de 10 pL. Os espectros foram adquiridos empregando
ionizacado por eletrospray em modo positivo. A transicdo do ion precursor
protonado do miclobutanil, m/z 289 para os ions produtos m/z 70 (quantificacéo)
e m/z 125 (confirmacéao), e do ion precursor protonado do Pl (diazepam) m/z 285
para os ions produtos, m/z 193 (quantificacdo) e m/z 154 (confirmacao), foram
monitoradas em resolu¢do unitdria no modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM — Multiple Reaction Monitoring), com dwell time de 200 ms por
transicdo. A energia de colisdo foi de 35 eV. Os gases do nebulizador, do turbo
e de colisdo foram de 50, 40 e 4 psi, respectivamente, enquanto a tensao do
capilar e a temperatura de secagem foram de 5000 V e 700 °C, respectivamente.
A aquisicéo e analise dos dados foram realizadas no Software Analyst, verséo
1.5.2 (Ontario, Canada).

3.11 Estabilidade do miclobutanil em meio microssomal

A fim de avaliar a estabilidade do analito durante o metabolismo in vitro,
um estudo prévio foi realizado nas condi¢cdes de incubacgédo (37°C). O meio
microssomal foi composto por 5 pL da solugcéo de miclobutanil em etanol, 40 pL
de microssomas hepaticos humanos na concentragéo final de 0,5 mg mL-t, 105

UL de solucdo tampéo fosfato pH 7,4 0,1 mol L* + 0,25% (m/v) de Cremophor



29

EL®, sem a adi¢do do cofator NADPH, o qual foi substituido por 50 pL de solucéo
tampéo Tris/KCI. A estabilidade do substrato foi avaliada em trés concentragoes:
0,01 pmol L%, 1,00 pmol L't e 20,0 pmol L1, nos tempos 0 (controle) e 50 minutos
(tempo maximo de incubacado). Posteriormente as amostras foram submetidas
ao procedimento de preparo de amostra e analisadas por LC-MS/MS, nas
condicbes descritas no item 3.11. Os resultados obtidos foram analisados
através do programa GraphPad Prism® versdo 5.0, pelo teste estatistico t-
Student (ndo-pareado). Foram consideradas estaveis as amostras que
apresentaram valores de p superiores a 0,05, para as quais ndo ha diferenca
significativa entre o controle e as amostras que foram submetidas ao tempo

maximo de incubacéo. Os experimentos foram realizados em quintuplicata.

3.12 Estudo Prévio de Metabolismo in Vitro

Anterior a validacdo do método analitico, um estudo prévio de
metabolismo in vitro com o miclobutanil foi realizado, a fim de garantir que este
€ metabolizado pelas enzimas do citocromo P450 de humanos presentes nos
microssomas hepéticos.

Para tanto, trés concentracdes diferentes de miclobutanil foram avaliadas:
0,01 pumol L1, 1,00 pmol Lt e 20 umol L1, no meio microssomal, (n=5). As
amostras foram pré-incubadas a 37°C durante 5 minutos e em seguida a reagao
foi iniciada pela adicdo do sistema de regeneracdo de NADPH.
Simultaneamente, controles (sem adicdo de NADPH) e brancos (sem a adicao
do miclobutanil) foram realizados. Apds 50 minutos de incubacao, a reacao foi
encerrada pelo inicio do procedimento de preparo de amostra e as amostras

foram analisadas por LC-MS/MS.

3.13 Validagdo do Método Analitico

O método analitico desenvolvido foi validado de acordo com o Guia de
Validacdo de Métodos Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2012). Em tubos de polipropileno do tipo Falcon® foram adicionados 5
pL de miclobutanil, juntamente com 105 pL de solugédo tampéo fosfato 0,1 mol L
L pH 7,4 + Cremophor EL® 0,25% (m/v), 40 uL de microssomas hepaticos na
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concentragdo final de 0,5 mg mL? e 50 pL de solugéo tampéao Tris/KCl. As
amostras foram submetidas ao procedimento de preparo de amostras (item 3.9)
e analisadas por LC-MS/MS (item 3.10).

Devido ao extenso intervalo de concentracdo do substrato a ser
empregado nos estudos de cinética, a validacdo do método analitico foi realizada
empregando duas curvas analiticas, nomeadas como curva baixa e curva alta.
A Tabela 7 mostra as concentracbes de miclobutanil, no meio microssomal,

empregadas para a validacdo do método.

Tabela 7. Concentragdes de miclobutanil em meio microssomal empregadas na
validacao analitica

Conc. Curva Conc. Curva
Baixa (umol L) Alta (umol L?)

Limite Inferior de Quantificacédo (LIQ) 0,025 2,49
Controle de Qualidade Baixo (CQB) 0,050 3,74
Controle de Qualidade 1 (CQ1) 0,38 7,47
Controle de Qualidade 2 (CQ2) 0,50 9,96
Controle de Qualidade Médio (CQM) 1,25 19,91
Controle de Qualidade Alto (CQA) 1,56 31,55
Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) 2,49 49,78

3.13.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade do método foram analisadas (n=3)
amostras do meio microssomal sem adi¢éo de miclobutanil e de padrao interno,
observando a ocorréncia de interferentes da matriz com 0 mesmo tempo de
retencdo destes. As respostas de picos interferentes no tempo de retencéo do
analito e do padrao interno foram consideradas aceitaveis se inferiores a 20% da
resposta do analito nas amostras processadas do LIQ e 5% da resposta para o
padrao interno (ANVISA, 2012).
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3.13.2 Linearidade

A avaliagdo da linearidade do método foi realizada no intervalo de
concentracéo de miclobutanil de 0,025 pmol L a 2,49 umol L para a curva
baixa e de 2,49 pmol L* a 49,78 umol L para a curva alta (Tabela 6). Curvas
analiticas foram construidas pela correlacéo entre as concentracdes e as razdes
de area do miclobutanil e do PI obtidas, com ponderacgédo de 1/x2. A correlacédo
dos dados foi avaliada a partir do coeficiente de correlagdo (r) das curvas, do
erro relativo de cada ponto e do gréfico de residuos.

3.13.3 Efeito Residual

O efeito residual foi avaliado através da injecao de uma amostra “branco”
(sem a adicdo de miclobutanil e de PI), seguida pela injecdo de uma amostra
correspondente ao limite superior de quantificacdo e na sequéncia, outras duas
amostras do “branco”. As respostas de picos interferentes no tempo de retencéo
do analito e do padrao interno foram consideradas aceitaveis se inferiores a 20%
da resposta do analito nas amostras processadas do LIQ e 5% da resposta para
0 padrao interno (ANVISA, 2012).

3.13.4 Limite Inferior de Quantificacéo

O limite inferior de quantificacdo foi determinado (n=5) como a menor
concentracéo de miclobutanil que poderia ser determinada, dentro dos limites de
precisao (expresso como desvio padréo relativo percentual, DPR%, Equacéo 4)
e exatidao (expresso como erro relativo percentual, ER%, Equacéo 5) aceitaveis

(20% e £ 20%, respectivamente).

S

DPR (%) = ~ x100 (Equacao 4)

onde, s é a estimativa do desvio padrdo e x a média das concentracdes obtidas.
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Cexp—Cnom

ER (%) - Cnom

x 100 (Equacéo 5)

onde, Cexp € a concentracdo experimental e Cnom a concentracdo nominal.

3.13.5 Precisédo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas (n=5) nas concentragbes de
miclobutanil correspondentes ao limite inferior de quantificacéo, 0,025 pmol L
(curva baixa) e 2,49 umol L* (curva alta), ao controle de qualidade baixo, 0,050
umol L? (curva baixa) e 7,47 umol L* (curva alta), ao controle de qualidade
médio, 1,25 umol L* (curva baixa) e 19,91 umol L (curva alta) e ao controle de
qualidade alto, 1,56 pmol L (curva baixa) e 31,55 umol L? (curva alta). A
exatidao foi expressa como erro relativo percentual (ER%) e a precisdo como
desvio padréo relativo percentual (DPR%). As amostras foram consideradas
aceitaveis para ER% de + 20% e DPR% de até 20% para o limite inferior de
quantificacdo e de +15% e de até 15%, respectivamente, para as demais
concentracfes (EMA, 2011; ANVISA, 2012).

Na determinagcdo da precisdo/exatiddo intraensaio foram realizados
experimentos no mesmo dia. JA na precisdo/exatiddo interensaio, 0s
experimentos foram realizados em 3 dias consecutivos, sendo realizadas curvas

analiticas para a quantificagcdo do miclobutanil, diariamente.

3.13.6. Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado (n=5) para as concentracdes correspondentes
ao controle de qualidade baixo e ao controle de qualidade alto, para ambas as
curvas analiticas. Para tal, foram analisadas amostras de “branco” da matriz
bioldgica, submetidas ao procedimento de preparo de amostra e posteriormente
adicionadas de analito e padrao interno. Para cada amostra foi obtido o fator de
matriz normalizado (FMN) pelo Pl através da Equacado 6 e foram considerados
aceitaveis valores de desvio padréo relativo inferiores a 15% (ANVISA, 2012).

(area do analito em matriz/area do PI em matriz)
(média das areas do analito em solucgio/
média das areas do PI em solugio)

FMN = (Equacéo 6)
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3.13.7 Estabilidade

A estabilidade do miclobutanil em amostras microssomais foi avaliada (n
=5) nas concentragbes correspondentes ao controle de qualidade baixo, 0,050
umol L (curva baixa) e 7,47 umol L (curva alta) e ao controle de qualidade alto
1,56 pmol L? (curva baixa) e 31,55 umol L? (curva alta). As amostras foram
quantificadas com o emprego de curvas analiticas preparadas no mesmo dia do
estudo, onde a concentracdo média obtida para estas foi comparada com a
respectiva concentragdo nominal. As amostras foram consideradas estaveis se

os valores de ER% e DPR% fossem inferiores + 15% e 15%, respectivamente.

3.13.7.1 Condic6es de Incubacao

Na avaliacdo da estabilidade nas condi¢cdes de incubacdo, as amostras
foram deixadas a 37°C em banho-maria durante 50 minutos, condicdo esta
empregada nos estudos de metabolismo in vitro do miclobutanil. Apds esse
periodo, as amostras foram submetidas ao procedimento de preparo de
amostras (item 3.9) e analisadas por LC-MS/MS (3.10).

3.13.7.2 Auto-Injetor por 20 horas

Na avaliacdo da estabilidade no auto-injetor, as amostras foram
submetidas a incubacdo e posteriormente ao procedimento de preparo de
amostra (item 3.9). Apds, essas amostras foram acondicionadas no auto-injetor
e analisadas por LC-MS/MS (3.10), ap6s 20 horas.

3.14 Otimizacado das Condi¢bes de Metabolismo (Pré-Cinética)

As condi¢cBes de velocidade inicial (Vo) foram determinadas através da
otimizacao do tempo de incubacéo e da concentracdo de proteina microssomal
para posterior determinagcdo dos parametros cinéticos das enzimas do CYP450

presentes nos microssomas de humanos.
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3.14.1 Avaliacdo do tempo de incubacao

A faixa linear de deplegcdo do miclobutanil do meio microssomal, em
fungéo do tempo de incubagéo foi determinada avaliando-se trés concentragdes
do praguicida: 0,10 pmol L* (baixa), 1,00 umol L (média) e 20 umol L (alta).
Para tanto foram preparadas (n=5) amostras contendo 5 pL de miclobutanil,
juntamente com 105 pL de solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L?* pH 7,4 +
Cremophor EL® 0,25% (m/v) e 40 uL de microssomas hepatico de humanos na
concentragdo proteica final de 0,5 mg mL*. As amostras foram pré-incubadas
sob agitacao durante 5 minutos a 37°C e a reacao foi iniciada pela adicdo de 50
pL do sistema de regeneragédo de NADPH, completando o volume de 200 pL. Os
tempos de incubacéo foram de 0 (controle), 5, 10, 20, 30, 40 e 50 minutos e apdés
estes a reacdao foi encerrada pelo inicio do procedimento de preparo de amostra.
Posteriormente as amostras foram analisadas por LC-MS/MS.

Os dados obtidos foram plotados em um gréfico da area da amostra
normalizada pela area do padrao interno versus o tempo de incubacéo. Realizou-
se a regressao linear e através da faixa linear de deplecdo do miclobutanil foi
determinado o tempo de incubacdo a ser utilizado nos estudos para a

determinacao dos parametros enzimaticos.

3.14.2 Avaliacao da concentracao proteica

A faixa linear de deplec¢do do miclobutanil, em funcé&o da concentracéo
proteica, foi determinada avaliando trés concentra¢cdes do praguicida: 0,10 umol
Lt (baixa), 1,00 pmol L* (média) e 20 umol L (alta). Para tanto, foram
preparadas (n=5) amostras contendo 5 pL de miclobutanil, juntamente com 105
UL de solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L* pH 7,4 + Cremophor EL® 0,25% (m/v)
e 40 pL de microssomas hepatico de humanos nas concentracdes proteicas
finais de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg mL. As amostras foram pré-incubadas
sob agitacdo durante 5 minutos a 37°C e a reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 50
pL do sistema de regeneracdo de NADPH, completando o volume de 200 pL.
Apo6s 50 minutos a reacao foi encerrada pelo inicio do procedimento de preparo
de amostra e na sequéncia as amostras foram analisadas por LC-MS/MS.

Os dados obtidos foram plotados em um gréfico da area da amostra
normalizada pela area do padrdo interno versus a concentracdo proteica.

Realizou-se a regressdo linear e através da faixa linear de deplecdo do
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miclobutanil foi determinada a concentracdo proteica a ser utilizada para a

determinacdo dos pardmetros enzimaticos.

3.15 Cinética Enzimatica
O estudo para determinacédo do perfil e dos parametros cinéticos apos
metabolismo do miclobutanil pelas enzimas do CYP450 presentes nos
microssomas hepaticos foi realizado empregando como substrato a mistura
racémica do miclobutanil e os enantidbmeros isolados, (+)-miclobutanil e (-)-

miclobutanil.

Para tanto, foi utilizada a condicdo de velocidade inicial previamente
otimizada (item 3.14), empregando microssomas hepaticos de humanos na
concentragdo proteica final de 0,5 mg mL e tempo de incubacgéo de 50 minutos.
As concentracdes de miclobutanil (n=5) foram avaliadas na faixa de 0,10 pmol L-
1 a 50 umol L. Para tal, em tubos de polipropileno do tipo Falcon®, foram
adicionados, 5 pL da solugéao de miclobutanil em etanol, juntamente com 105 pL
de solucdo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol Lt pH 7,4 + Cremophor EL® 0,25%
(m/v) e 40 pL de microssomas hepaticos de humanos. As amostras foram pré-
incubadas a 37°C durante 5 min e na sequéncia a reacao foi iniciada pela adicdo
de 50 pL do sistema de regeneracdo de NADPH. Apds 50 minutos a reacao foi
interrompida pelo inicio do procedimento de preparo de amostra. As amostras
foram analisadas e quantificadas por LC-MS/MS através de uma curva analitica
preparada no mesmo dia do estudo. As concentra¢gdes obtidas foram subtraidas
das concentragdes nominais, obtendo-se assim a concentracdo que foi
metabolizada pelas enzimas do CYP450. Para cada concentracado foi
determinada a velocidade da reacdo enzimética, normalizando, posteriormente,
a concentracdo metabolizada obtida pelo tempo de incubag&o (50 min) e pela
concentracdo de proteinas microssomais (0,5 mg mLt). Um grafico com os
resultados obtidos da velocidade da reacdo enzimatica pela concentracdo de
miclobutanil empregada foi construido e analisado por regressao ndo-linear pelo
programa GraphPad Prism® versdo 5.0 (CA, EUA), através dos modelos
cinéticos enzimaticos, afim de obter os parametros enzimaticos (Vmax € Km) do
miclobutanil frente as enzimas do CYP450 presentes nos microssomas

hepéticos de humanos.



36

3.16 Ligacao as proteinas microssomais e plasmaticas

A determinagdo da fracdo de miclobutanil ndo ligada as proteinas
microssomais e plasméticas foi realizada empregando tanto o racemato, quanto
0s enantibmeros isolados, (+)-miclobutanil e (-)-miclobutanil, em concentracdes
equivalentes ao valor de Km. No ensaio para a determinacao da fracdo nao ligada
as proteinas microssomais foram adicionados aos tubos de polipropileno do tipo
Falcon® 5 pL da solucédo de miclobutanil em etanol, juntamente com 105 pL de
solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L't pH 7,4 + Cremophor EL® 0,25% (m/v), 40 pL
de microssomas hepaticos na concentracéo final de 0,5 mg mL, concentracdo
proteica empregada nos estudos de metabolismo in vitro e 50 yL de solucao
tampdo Tris/KCIl 0,05 mol Lt pH 7,4, em substituicdo a solucdo do cofator
NADPH. No ensaio para a determinacdo da fracdo ndo ligada as proteinas
plasmaticas de humanos, foram adicionados 5 pL da solu¢ao de miclobutanil em
etanol, 145 pL de plasma humano na concentragdo final de 42 mg mL,
equivalente a concentracdo média presente no corpo humano (DAVIES;
MORRIS, 1993) e 50 pL de solucdo tampéo fosfato 0,1 mol Lt pH 7,4 +
Cremophor EL® 0,25% (m/v). Controles foram preparados, na auséncia de
proteinas microssomais e plasmaéticas, contendo 5 pL da solucéo de miclobutanil
em etanol e 195 pL de solucdo tampéo fosfato 0,1 mol Lt pH 7,4 + Cremophor
EL® 0,25% (m/v). As amostras (n=3) foram incubadas a 37°C durante 10 min e
posteriormente transferidas para os dispositivos de ultracentrifugacdo Amicon,
(0,5 mL, membrana de celulose regenerada, 30000 daltons, Millipore, MA, EUA),
sendo centrifugadas a 10000 x g por 20 min. O filtrado foi coletado e analisado
por LC-MS/MS, conforme descrito no item 1.4. A fragdo de miclobutanil ndo
ligada as proteinas foi calculada utilizando a razdo entre as areas das amostras

e do controle.

3.17 Determinacdo das isoformas do CYP450 responséaveis pelo
metabolismo do miclobutanil (fenotipagem)

O estudo de fenotipagem para a determinacao das isoformas do CYP450

responsaveis pelo metabolismo do miclobutanil foi realizado utilizando as

isoformas humanas recombinantes do CYP450 e empregando como substrato a

mistura racémica e também o0s enantibmeros isolados, (+)-miclobutanil e (-)-
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miclobutanil, em concentracdes equivalentes ao valor de Km. As isoformas
avaliadas foram: CYP1Al, CYP1A2, CYP3A4, CYP3A5, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 E CYP2EL1, na concentragédo final de 50 pmol mL-
L. Para tal, em tubos de polipropileno do tipo Falcon®, foram adicionados 5 pL da
solucdo de miclobutanil em etanol, juntamente com 40 pL das isoformas
humanas recombinantes e 105 pL de solugdo tampéao fosfato 0,1 mol L pH 7,4
+ Cremophor EL® 0,25% (m/v). Controles negativos também foram preparados
0s quais eram constituidos apenas de células de insetos. As amostras (n=3)
foram pré-incubadas durante 5 min a 37°C e posteriormente a reacao foi iniciada
através da adicdo de 50 pL do sistema de regeneracdo de NADPH. Apds 50
minutos a reacao foi encerrada pelo inicio do procedimento de preparo de
amostras. As amostras foram analisadas por LC-MS/MS, conforme descrito no
item 3.10 e as areas obtidas para cada isoforma foi comparada as areas do
controle. O resultado foi normalizado de acordo com a porcentagem de cada
isoforma presente no figado humano, obtendo-se assim a RN e expresso em
funcdo da porcentagem de RNT (somatoria das RN de cada isoforma que atua
no metabolismo do praguicida), seguindo as Equacbes 7 e 8 (RODRIGUES,
1999).

RN = v x [CYP]HLM,.sivo (Equacao 7)

%RNT = % x 100 (Equacéo 8)

Onde, RN indica a razdo normalizada, v corresponde a velocidade da
reagdo enzimatica, [CYP]JHLMnaivo & concentragdo media de cada isoforma
presente no figado humano e RNT a razao normalizada total.

3.18 Estudos de Inibicdo Enziméatica do CYP450
O potencial de inibicdo do miclobutanil sobre as enzimas do citocromo
P450 presentes nos microssomas hepaticos de humanos foi avaliado. Para tal,
foram comparadas as taxas de metabolismo para cada isoforma do CYP na
presenca e na auséncia do praguicida e os valores de ICso, concentracdo do

praguicida que causa reducao de 50% da atividade, foram determinados. Para
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cada isoforma do CYP foi utilizado um substrato marcador, foram eles:
fenacetina para a CYP1A2, diclofenaco para a CYP2C9, S-mefenitoina para a
CYP2C19, bufuralol para a CYP2D6, clorzoxazona para a CYP2E1, e midazolam
e nifedipina para a CYP3A4/5. A concentracdo de marcador utilizada foi
aproximadamente igual aos seus valores de Km. O estudo foi realizado tanto para
0 racemato quanto para os enantiomeros, (+)-miclobutanil e (-)-miclobutanil,
isolados, em sete diferentes concentracdes, no meio microssomal: 10 nmol L,
50 nmol L%, 200 nmol L, 1 ymol L, 4,6 ymol L%, 21,5 pymol L't e 100 umol L.
Os resultados obtidos foram comparados com controles negativos, na auséncia
de miclobutanil, e todos os experimentos foram realizados em triplicata.

As condi¢Bes de incubacao para os ensaios de inibicdo ja haviam sido
determinadas anteriormente por nosso grupo (Habenschus et. al., 2017) e estdo
resumidas na Tabela 9. O meio microssomal foi constituido de 5 pL da solucao
de miclobutanil, juntamente com 5 pL de solucdo do marcador, 80 pL de
microssomas hepaticos de humanos, 210 pL de solucéo tampéao fosfato 0,1 mol
Lt pH 7,4 e 100 pL do sistema de regeneracdo de NADPH, em um volume final
de 400 pL. O meio microssomal foi pré-incubado por 5 minutos a 37°C e a reacéo
iniciada pela adicao do sistema de regeneracdo de NADPH. Ao final do tempo
de reacdo previamente determinado (Tabela 9), a reacdo foi encerrada pela
adicao de 1 mL de solvente orgéanico, seguida da adicdo de modificador, quando
necessario, e da solucdo do padrao interno (Tabela 10). As amostras foram
agitadas em agitador orbital Vibrax VXR Basic® da IKA durante 15 min e
posteriormente centrifugadas a 1800 x g por 10 min na temperatura de 4°C em
centrifuga Hitachi HIMAC CF 15D2. A frag@o orgéanica foi coletada (700 pL), e
evaporada utilizando um Concentrador Plus speed vacum Eppendorf. Em
seguida, o residuo foi solubilizado em 200 pL de fase mével e analisado por LC-
MS/MS.

As amostras foram analisadas pelo mesmo equipamento descrito no item
3.10, utilizando uma coluna Ascentis Express Fused Core C18® (100 mm x 4,6
mm, 2,7 um) e uma coluna de guarda Ascentis Express C18® (3,0 mm x 4,6 mm,
2,7 um) da Supelco. Para analise das isoformas CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6,
CYP2EL1, a fase movel foi composta por metanol:solucdo aquosa de acido

férmico 0,1% (90:10, v/v) e para analise da isoforma CYP2C19, a fase movel foi
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composta de metanol:solucédo aquosa de hidroxido de amoénia 0,1% (90:10, v/v).

As andlises foram realizadas a 35°C e o volume de injecao foi de 10 uL. O modo

de monitoramento de reacdo multiplas (MRM) foi empregado e duas transi¢cdes

foram monitoradas, uma para quantificacdo e outra para confirmacdo. As

transicbes monitoradas séo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Transicbes Monitoradas

Quantificacdo Confirmacdo Modo EC (V)
acetaminofeno 152,2—-110,1 152,2— 64,9 ESI* 19e 31
4’- 312,1—-230,1 312,1—-231,2 ESI* 37e25
hidroxidiclofenaco
4’- 233,1—-190,1 233,1—-161,2 ESI- -18 e —26
hidroximefenitoina
1’- hidroxibufuralol 278,2—186,3 278,2—115.2 ESI* 21e75
6- 184,0—~ 64,0 184,0-120,0 ESI” -44 e -22
hidroxiclorzoxazona
1°- 342,5—-324,1 342,5-168,2 ESI* 25 e 45
hidroximidazolam
deidronifedipina 345,1—-284,0 345,1—-268,0 ESI* 35e33
diazepam 285,1—154,2 285,1—193,3 ESI* 35e 37
bisfenol A-d16 241,2—223,3 241,2—-142,1 ESI” -20 e -32
tolbutamida 269,1-170,1 269,1—-106,1 ESI- -24 e -38

Os valores de ICso foram determinados, através de uma regressao nao

linear da porcentagem de atividade enzimatica remanescente para cada

isoforma avaliada, em funcdo do logaritmo da concentracdo de miclobutanil no

meio microsomal, utilizando o programa GraphPad Prism® vers&o 5.0 (CA, EUA).



40

Tabela 9. Condicbes de Incubacgédo para ensaios de inibicdo in vitro do
miclobutanil. (Adaptado de: Habenschus et. al., 2017).

Concentracé .
~ Concentracdo Tempo de
Isoforma Reacédo do o de . ~
Proteica Incubacéo
do CYP marcador Substrato 1 .
(umol L) (mg mL™) (min)
CYP1A2 O-deetilagdo da 12,03 0,30 30
fenacetina
cypecg ~ 4-hidroxilagdo do 49,45 0,10 20
diclofenaco
cyp2cig 4 hidroxilagéo da 44,83 0,20 60
S-mefenitoina
CYP2D6 1’-hidroxilacdo do 5.40 0.25 30
bufuralol
cypger G- hidroxilacdo da 145,90 0,40 20
clorzoxazona
cypaa4/s 1 hidroxilagdo do 541 0,10 10
midazolam
CYP3A4/5 Oxidacdo da 7.00 0.15 15
nifedipina

Tabela 10. Condicdes de preparo de amostra para 0s ensaios in vitro de inibigéo

das enzimas do CYP450. (Adaptado de: Habenschus et. al., 2017).

Isoforma

Padrao

Solvente

do CYP Substrato / Metabdlito Interno Organico Modificador
CYP1A2 Fenaqetma/ Diazepam Acetato de i
acetaminofeno etila
Diclofenaco / 4'- . P 100 pL HCI
CYP2C9 hidroxidiclofenaco Diazepam Cloroférmio 1.2 mol L
S-mefenitoina / 4'- Bisfenol A- Acetato de
Gz hidroximefenitoina di6 etila )
Bufuralol / 1'- : Acetato de 100 pL NaOH
CYP2D6 hidroxibufuralol Diazepam etila 4 mol L?
CYP2E1 Clorzoxazona / 6- Tolbutamida  Cloroférmio -
hidroxiclorzoxazona
Midazolam / 1"- . Acetato de 100 pL NaOH
CYP3A4/5 hidroximidazolam Diazepam etila 1 mol L?
Nifedipina / . Acetato de
CYP3A4S — yeidronifedipina DIEZEREM etila °
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento de um método enantiosseletivo para anélise do
miclobutanil por CLAE

Para o desenvolvimento do método analitico para analise enantiosseletiva

desse praguicida foram avaliadas colunas cromatograficas compostas por

diferentes seletores quirais e fases mdveis distintas, tanto no modo normal

seguindo o esquema de triagem proposto no trabalho de Perrin et al (2002),

guanto no modo polar organico segundo Matthijs et al (2006b), avaliando-se qual

a melhor condicao para separacdo dos mesmos.

O miclobutanil (C1sH17CIN4) possui massa molecular equivalente a 288,78
g molt. E um fungicida hidrofébico, com um valor de log P correspondente a 2,9
(SCIFINDER WEB, 2017), resultando em uma baixa solubilidade deste em agua
(132 mg L?) (SCIFINDER WEB, 2017). Além disso, esse praguicida é
considerado um acido forte, com constante de dissociagdo (pKa) de 2,3
(SCIFINDER WEB, 2017).

Primeiramente, as colunas foram avaliadas no modo normal, utilizando-
se como fase mével hexano:isopropanol ou hexano:etanol, na propor¢éo 80:20
(v/v) e vazéo de 1,0 mL mint. Apés a realizacdo desse experimento inicial, foi
observado que a coluna Chiralcel OJ® apresentou uma melhor resolucéo entre
os enantibmeros do miclobutanil, sendo entdo otimizadas outras condi¢cdes
cromatograficas, como a forca e a vazao da fase mével. A condicdo de andlise
que resultou na melhor resolugdo no modo normal é descrita na Tabela 11. O

cromatograma relativo a essa separacéo € apresentado na Figura 6.
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Tabela 11. Condi¢do para analise enantiosseletiva do miclobutanil no modo
normal

Parametro Condicao Otimizada
Coluna Chiralcel OJ®
Modo Normal
Fase Movel Hexano:Etanol
Proporc¢éo (v/v) 82:18
Vazédo (mL min) 0,8
Resolucéo entre os enantibmeros 2,4

Figura 6. Cromatograma referente a separacéo enantiosseletiva do miclobutanil.
Condicdes cromatograficas: Coluna Chiracel OJ®, fase movel hexano:etanol
(82:18 vl/v), vazao 0,8 mL min-1, detecgdo em 223 nm, coluna em temperatura
ambiente (23 + 20C) e volume de injecdo 20 pL. Concentragcdo da mistura
racémica: 10 pg mL1. E1: primeiro enantidmero a eluir. E2: segundo enantibmero
a eluir.
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Buscando-se uma condicdo de andlise que pudesse ser mais facilmente
acoplada ao sistema LC-MS/MS, foi realizada uma segunda triagem com as
colunas quirais, porém no modo polar organico, na qual, foram avaliadas como
fase movel os solventes etanol, metanol e acetonitrila, numa vazédo de 0,5 mL
mint. A coluna que apresentou melhor resolucdo entre os enantibmeros do
miclobutanil foi a Chiralpak AD-H® empregando 100% de metanol como fase

movel. Posteriormente foi otimizada a vazado, visando um menor tempo de
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analise porém sem prejudicar a resolucdo entre os picos. Dessa forma, a
condicao final para andlise enantiosseletiva do praguicida é apresentada na
tabela 12. O cromatograma relativo a separacdo dos enantibmeros no modo
polar organico é apresentado na Figura 7.

Tabela 12. Condicdo para analise enantiosseletiva do miclobutanil no modo
polar organico

Parametro Condicao Otimizada
Coluna Chiralpak AD-H®
Modo Polar Organico
Fase Movel Metanol (100%)
Vazao (mL min?) 0,9
Resolucéo entre os enantibmeros 2,1

Figura 7. Cromatograma referente a separacdo quiral dos enantiomeros do
miclobutanil no modo polar organico. Deteccdo em 223 nm. CondicBes
cromatograficas: Coluna Chiralpak AD-H®, fase movel metanol (100%), vazao
0,9 mL min-1, coluna em temperatura ambiente e volume de injecdo 20 pL.
Concentracéo da mistura racémica: 10 ug mL2. E1: primeiro enantidmero a eluir.
E2: segundo enantidmero a eluir.
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Com as condicdes para a analise enantiosseletiva do miclobutanil
otimizadas, € possivel observar que, apesar do modo normal apresentar uma

ligeira maior resolucdo entre os picos correspondentes aos enantiomeros do
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praguicida, nesse modo o tempo de andlise € maior (7,5 min versus 4 min). Além
disso, o0 modo polar organico apresenta uma melhor compatibilidade com o
sistema LC-MS/MS, o qual possibilita um limite de detec¢do menor, devido a sua
alta sensibilidade, permitindo que concentracfes baixas de substrato sejam
empregadas nos estudos de metabolismo in vitro, além de elevada seletividade.
No modo normal, € possivel utilizar o sistema LC-MS/MS desde que a fase movel
seja diluida com um solvente polar no momento anterior a sua entrada na fonte
ESI. Essa diluicdo deve ser realizada pois o uso da fonte ESI e a alta
concentracdo de hexano na fase movel eleva o risco de explosdo (SHANG;
IKONOMOU; MACDONALD, 1999; HENDERSON; MCINDOE, 2006). Portanto,
sempre que possivel essa combinacdo (modo normal e ESI) deve ser evitada.
Sendo assim, 0 método enantiosseletivo otimizado em modo polar organico sera

empregado nos estudos cinéticos.

O método desenvolvido no presente estudo apresenta vantagens quando
comparada aos métodos enantiosseletivos para analise do miclobutanil descritos
na literatura, uma vez que combina os ganhos da cromatografia liquida em modo
polar organico, com resolucao satisfatéria (2,1), reducdo no tempo total de
andlise (4 minutos) e maior facilidade de evaporagcdo do solvente utilizado
(auséncia de 4gua). No trabalho de Yan et al (2014) foi desenvolvido um método
empregando a cromatografia liquida em fase reversa, com tempo total de analise
de 35 minutos, enquanto que no trabalho de Wang et al (2015), um método
também foi desenvolvido empregando a cromatografia liquida em modo fase

reversa, porém com tempo total de analise de 13 minutos.

Apo6s o desenvolvimento do método para analise enantiosseletiva do
miclobutanil, foram avaliados analitos que poderiam ser empregados como
padrdo interno para ser utilizado na validacdo do método e nas andlises
guantitativas. Dentre os avaliados (Tabela 13), a fenacetina (Figura 8) foi
selecionada, uma vez que esta apresenta caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes ao substrato estudado e, além disso, ndo coelui com 0s mesmos,

portanto nao interferindo nas analises (Figura 9).
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Tabela 13. Analitos avaliados para serem utilizados como padréo interno

Tempo de

X a a
Padréao Retenco (min) Log P pKa
Ibuprofeno 3,0 35 4.4
Isradipina 3,7 3,7 2,5
Nifedipina 3,8 2,2 2,6
Fenacetina 2,7 1,6 2,2
Diazepam 3,2 29 34

aSCIFINDER WEB, 2017.

Figura 8. Estrutura quimica da fenacetina
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Figura 9. Cromatograma referente a separagdo dos enantibmeros do
miclobutanil no modo polar orgéanico. (A) deteccdo em 223 nm, comprimento de
onda de absor¢do maxima do miclobutanil e (B) deteccdo em 245 nm,
comprimento de onda de absorcdo maxima do padrdo interno, fenacetina.
CondicGes cromatograficas: Coluna Chiralpak AD-H®, fase mdével metanol
(100%), vazdo 0,9 mL min, coluna em temperatura ambiente (23 + 2°C) e
volume de injecdo 20 pL. E1: primeiro enantiomero a eluir. E2: segundo
enantidbmero a eluir.Concentracdo da mistura racémica: 10 pg mL?

mAU
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4.2. Isolamento dos enantidbmeros do miclobutanil

A separacado, seguida da coleta dos enantiomeros do miclobutanil foi
realizada a fim de obter estes isolados para serem empregados nos estudos de
metabolismo in vitro e posterior determinacdo dos parametros cinéticos das
enzimas do CYP450 na presenca dos enantidmeros isolados. Para tanto, foi
utilizada a mesma condicdo de analise descrita na Tabela 11, porém com um
ajuste na vazao, para 0,3 mL min-1. Optou-se por utilizar essa condicdo, uma vez
que apresenta consideravel resolugcdo entre 0s picos correspondentes aos
enantidmeros, sendo possivel assim a injecdo de uma concentracdo elevada do

praguicida, o que aumenta a massa coletada e reduz o tempo gasto nesta etapa.

ApoOs a primeira coleta, foi feita uma repurificacdo, buscando a obtencéo
de uma maior pureza enantiomérica de cada pico. Para tanto, a massa de cada
pico coletada foi solubilizada em metanol e em seguida novamente injetada nas
condicdes descritas na Tabela 11. O cromatograma obtido apds essa segunda
coleta é mostrado a seguir (Figura 10), a partir do qual foi calculada a fracédo
enantiomérica de cada pico coletado, Equacao 9 (Ribeiro et al, 2014). A fracéo
enantiomérica (%) obtida para o pico correspondente ao primeiro enantibmero a
eluir (E1) é 99,9% e para o segundo (E2) é 99,7%.

- . .. Area Pico 1 ~
fracdo enantiomérica (%) = - _ - . x 100 Equacéo 9
Area Pico 1+Area Pico 2

Apos coleta dos enantidmeros, a fase movel foi evaporada sob fluxo de ar
comprimido e o po resultante foi armazenado em tubo ambar a -20°C.
Posteriormente foi realizada a quantificacdo dos mesmos para determinagao da
concentracéo, para entdo, serem empregados nos estudos de metabolismo in

vitro.
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Figura 10. Cromatograma obtido apos a segunda coleta dos enantidmeros do
miclobutanil. (A) refere-se ao cromatograma obtido apés injecdo da fracdo
correspondente a E1 e (B) ao cromatograma obtido apos injecdo da fragédo
correspondente a E2. Condi¢Ges cromatograficas: Coluna Chiralpak AD-H®, fase
movel metanol (100%), vazdo 0,3 mL min, deteccdo em 223 nm, coluna em
temperatura ambiente (23 + 2°C) e volume de injegdo 20 pL.
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4.3. Determinacdo da atividade Optica dos enantibmeros do
miclobutanil
A determinacédo da atividade éptica dos enantidmeros do miclobutanil foi

realizada por dicroismo circular. Para tanto, a fracdo coletada correspondente a
cada enantiomero foi solubilizada na fase movel (metanol) até uma concentracao
na qual fosse possivel observar uma resposta dentro dos limites considerados

aceitaveis pelo equipamento.

Apoés a analise pode-se concluir que o primeiro enantiomero a eluir (E1)
corresponde ao (+)-miclobutanil (Figura 11), uma vez que apresentou um efeito
Cotton positivo em 223 nm, enquanto que o segundo enantibmero a eluir (E2)
apresentou um efeito Cotton negativo, no mesmo comprimento de onda,
correspondendo ao (—)-miclobutanil (Figura 11). Logo, a ordem de eluicdo dos
enantibmeros no método de analise desenvolvido €: (+)-miclobutanil seguido

pelo (-)-miclobutanil.
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Figura 11. Espectros de dicroismo circular dos enantidmeros do miclobutanil na
fase moével metanol (100%). (E1) - primeiro enantibmero a eluir. (E2) - segundo
enantibmero a eluir.
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4.4 Avaliacdo da solubilidade do miclobutanil em meio
microssomal

O estudo da solubilidade no meio microssomal € muito importante, uma
vez que 0s parametros cinéticos a serem determinados dependem da
concentracdo de substrato, sendo entdo necessario garantir que toda a
quantidade adicionada estara disponivel para a reacéo, tornando os resultados

mais confiaveis.

O miclobutanil, por ser hidrofébico, apresentou uma baixa solubilidade
(47%) em solucéo tampéo fosfato (pH 7,4 0,1 mol L) (condicdo do meio em que
0s estudos cinéticos serdo realizados) na concentragdo de 50 pmol L%,
concentracdo maxima que sera empregada nos estudos de metabolismo in vitro.
Com isso, buscando garantir a solubilidade do miclobutanil em meio
microssomal, a faixa de concentragdo deste foi reduzida até a menor resposta
do equipamento, com precisdo aceitavel, sendo essa de 1,0 pmol L*. Os
resultados obtidos para as diferentes concentracdes sdo mostrados abaixo
(Figura 12).
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Figura 12. Avaliag&o da solubilidade do miclobutanil em solug&do tampéao fosfato
de sédio (pH 7,4 0,1 mol L-1) empregando diferentes concentracfes do
praguicida

50 umol L (solugdo tamp&o) -

10 pmol L (solugdo tampao)

5 umol L™ (solugdo tampéo) -

4 pmol L1 (solugio tampio)

3 umol L (solugdo tampio)

1 pmol L1 (solugio tampio)

controle (etanol)

% Solubilidade

Como é possivel observar na Figura 12, independente da concentracao
de miclobutanil avaliada, a solubilidade deste em solu¢do tampao fosfato (pH 7,4
0,1 mol L'1) manteve-se baixa, ja que os valores obtidos apresentam diferencas
estatisticamente significativas quando sdo analisados através do teste t-Student
(p<0,05). Assim, novos ensaios de solubilidade foram realizados na
concentragdo maxima, 50 pumol L, desta vez agitando-se as amostras em
agitador orbital Vibrax® a 1000 rpm durante diferentes tempos. Porém, como é
apresentado na Figura 13, esse parametro ndo exerceu influéncia sobre a

solubilidade, ja que esta foi constante independente do tempo de agitacao.



50

Figura 13. Avaliag&o da solubilidade do miclobutanil em solug&o tampéao fosfato
(pH 7,4 0,1 mol L-1) na concentracdo de 50 umol L-1, agitando durante diferentes
tempos em agitador orbital.
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A adicdo de tensoativos é uma estratégia adotada para auxiliar na
solubilizacdo de analitos apolares, como o miclobutanil, a fim de aumentar a
solubilidade destes em meio aquoso; porém, esses surfactantes devem ser
utilizados com precaucdo, uma vez que a0 mesmo tempo em que auxiliam na
solubilizacdo, podem também reduzir a atividade enzimatica, sendo necessario

avaliar seus efeitos sobre as enzimas estudadas (MARTIN et al., 2013).

Randall et al (2011) demonstraram que triricinoleato de polioxietileno
glicerol (Cremophor EL®) e polisorbato 80 (Tween 80®) apresentam elevada
eficiéncia em termos de solubililizagdo sem afetar significativamente a atividade
catalitica das enzimas do CYP450. Assim, foi adicionado Cremophor EL® 0,25%
e Tween 80® 0,1% a solucédo tampéo fosfato juntamente com o praguicida, na
concentracdo de 50 umol L'1. Além desses tensoativos, foram avaliados também,
a glicerina 1% (Zhang et al., 2014) e a hidroxipropil-B-ciclodextrina 0,5% (Argikar
et al., 2011). Os resultados obtidos séo mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Avaliagéo da solubilidade do miclobutanil em solug&o tampéao fosfato
(pH 7,4 0,1 mol L) na concentragdo de 50 umol L na presenca de diferentes
agentes solubilizantes.
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Como pode ser observado na Figura 14 a adicdo de 0,25% de Cremophor
EL® aumentou a solubilidade do miclobutanil significativamente (94%), condicdo
esta que sera empregada durante a realizacdo dos estudos de metabolismo in

vitro.

4.5 Avaliacdo do preparo de amostras através da extracdo liquido-
liguido
O preparo de amostras torna-se necessario, uma vez que o miclobutanil
precisa ser extraido da matriz bioldgica, 0 meio microssomal, para ser analisado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para tanto escolheu-se a extragédo
liguido-liquido, que se baseia na particdo do analito entre as duas fases, uma

aquosa e outra organica.

Quatro solventes organicos foram avaliados: cloroférmio, diclorometano,
acetato de etila e hexano. Os ensaios foram realizados na presenca do padréo
interno, fenacetina (5 ug mL™?), para avaliar também a recuperacdo do mesmo.

A concentracdo de miclobutanil empregada foi de 50 pmol L.

E possivel observar na Figura 15, que todos os solventes avaliados no
estudo mostraram-se eficientes para a extracdo do miclobutanil, porém a
extracdo do padrdo interno nao foi satisfatéria com o uso de hexano, logo, este

foi descartado. Portanto, foi escolhido como solvente extrator o acetato de etila,
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uma vez que este apresentou uma taxa elevada de recuperacao
(aproximadamente, 90%), com menor variagcao entre as replicatas (coeficiente
de variacdo equivalente a 4%), além de ser mais facil sua recuperacgéo, pois ao
contrario dos solventes clorados, diclorometano e cloroférmio, apdés a
centrifugacéo, o acetato de etila fica na parte superior da amostra aquosa.

Figura 15. Avaliacdo do tipo de solvente na extragdo dos enantiomeros do
miclobutanil e do padréo interno do meio microssomal. Procedimentos realizados

durante 30 min em agitador orbital Vibrax® a 1000 rpm. Volume do meio
microssomal: 200 pL. Volume de solvente de extracdo: 1000 pL.
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Uma vez escolhido qual solvente seria empregado como extrator, foi
otimizado o volume de solvente organico e o tempo de extragdo. Como é
possivel observar na Figura 16, a partir de 600 pL a recuperacdo do miclobutanil
se torna constante e proximo a 90%. Dessa forma, escolheu-se como volume de

trabalho, 600 pL.
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Figura 16. Otimizacdo do volume de solvente extrator empregado para a
extracdo dos enantibmeros do miclobutanil de meio microssomal. Extracao
realizada durante 30 min em agitador orbital Vibrax® a 1000 rpm. Volume do
meio microssomal: 200 pL. Solvente extrator, acetato de etila.
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Apos otimizacdo do tipo e volume de solvente extrator, o tempo de
extracdo foi otimizado. Os tempos avaliados foram de 5, 10, 15, 20 e 30 min.
Como pode ser observado na Figura 17, 0 menor tempo que apresentou extracéo
satisfatéria e com uma pequena variacdo foi o de 10 minutos, sendo portanto,
definido como o tempo de extracdo para o presente trabalho.

Figura 17. Otimizacdo do tempo de agitacdo empregado para extracdo do
miclobutanil de meio microssomal. Extracdo realizada em agitador orbital

Vibrax® a 1000 rpm. Volume do meio microssomal: 200 yL. Solvente extrator,
acetato de etila. Volume do solvente extrator, 600 JL.

150+ ) )
= (+)-miclobutanil

- (-)-miclobutanil
1004 =+ Padréo Interno

% Extragio

cn
[=]
1

& & & & &
& \Qé \ﬁ@ "5’(& @é

Tempo de Extragdo




54

A condicdo final estabelecida para a extragcdo dos enantidbmeros do
miclobutanil de meio microssomal é apresentada na Tabela 14.

Tabela 14. Condi¢des finais para extracao do miclobutanil do meio microssomal

Parametro Condicao Otimizada
Solvente Extrator Acetato de Etila
Volume (uL) 600
Tempo (min) 10

4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas

Na tentativa de obter uma maior seletividade, uma vez que o comprimento
de onda de maxima absorcdo do miclobutanil é relativamente baixo (223 nm),
levando assim a um aumento nas possibilidades de interferentes, pois outros
componentes do meio microssomal, como o NADPH, podem absorver nessa
mesma regido, e também buscando uma maior sensibilidade, possibilitando
avaliar uma concentracdo mais baixa do praguicida para obtencdo do perfil
cinético-enzimatico, foi desenvolvido um método analitico empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas,
com analisador do tipo triplo quadrupolo tendo como base as condi¢cbes
cromatograficas obtidas por CLAE-DAD (item 4.1).

A otimizacao das condigdes de ionizacao foi realizada em modo positivo,
considerando as caracteristicas estruturais do miclobutanil (Figura 1). O ion
molecular [M+H]* possui raz&o massa/carga 289. Avaliou-se a energia de coliséo
utilizada, de modo que fosse possivel observar a formacdo dos fragmentos de
maior intensidade do miclobutanil (Figural8) e assim optou-se pela energia de
35 eV. As fragmentacdes selecionadas para serem monitoradas em resolucao
unitaria no modo de monitoramento de rea¢gdes multiplas, foram m/z 289 > 70
para quantificacdo e m/z 289 > 125 para confirmacao, uma vez que estes foram

0s ions produto do miclobutanil com maior intensidade.



55

Figura 18. Espectro de fragmentacdo do miclobutanil em modo positivo avaliando diferentes energias de colisdo. (A) 10 eV; (B) 20

eV; (C) 35eV; (D) 45 eV.
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A fenacetina, escolhida como padrdo interno anteriormente, n&o
apresentou ionizacdo satisfatoria nas condi¢cdes otimizadas para andlise do
miclobutanil, assim optou-se por substitui-la pelo diazepam (Figura 19), que
também apresenta caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao praguicida
(Tabela 13). O ion molecular [M+H]* do diazepam possui m/z 285 e as
fragmentacdes selecionadas para serem monitoradas foram m/z 285 > 193 e m/z

285 > 154, para quantificacao e confirmacéo, respectivamente.

Figura 19. Estrutura quimica do diazepam.
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A Tabela 15 mostra as condi¢des de andlise do miclobutanil empregando

a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.

Tabela 15. Condicdes otimizadas para analise enantiosseletiva do miclobutanil
por LC-MS/MS

Parametro Condicéo Otimizada
Coluna Chiralpak AD-H® (150 x 4,6 mm, 5 ym)
Fase Movel Metanol + Acido Formico 0,1%

Vazéo
Temperatura de Anélise
Volume de Injegao

Energia de Coliséo

Miclobutanil (transi¢&o)

Padréo Interno (transicao)

0,9 mL min*
35°C
10 uL
35eV

m/z 289 > 70 (quantificacéo) e
m/z 289 > 125 (confirmacao)
m/z 285 > 193 (quantificacdo) e
m/z 285 > 154 (confirmacéo)
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A Figura 20 mostra o cromatograma da analise dos enantiomeros do
miclobutanil por cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, empregando o modo MRM.

Figura 20. Cromatograma referente a analise enantiosseletiva do miclobutanil
por LC-MS/MS no modo MRM. 1: (+)-miclobutanil, 2: (-)-miclobutanil e PI:
diazepam. Concentragdo de miclobutanil: 10 pmol L-1. Condigbes
cromatograficas descritas na Tabela 15. Volume de injecdo: 10 pL

I \
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Ap6s o0 desenvolvimento do método analitico para a analise
enantiosseletiva do miclobutanil por LC-MS/MS, optou-se pela utilizacdo desta
nos estudos cinéticos, pois além de apresentar ganhos em termos de

seletividade e sensibilidade, ndo apresentou perda no tempo de anélise.

4.7 Estudo Prévio de Estabilidade

A fim de garantir que o miclobutanil & estavel nas condigdes de incubacéao,
foi realizado um estudo prévio de estabilidade, na auséncia do cofator NADPH,
garantindo assim que qualquer decaimento na area do praguicida durante os
estudos de metabolismo in vitro seja devido a atividade das enzimas do CYP450
e nado ocasionado pela degradacdo deste nas condicbes empregadas
(temperatura de 37°C e concentracdo de proteinas de 0,5 mg mL™?). Trés
concentragcdes de miclobutanil no meio microssomal foram avaliadas: 0,01 pmol
L (baixa), 1,0 pmol Lt (média) e 20 pmol L (alta), em dois tempos distintos de

incubacdo, o tempo zero, no qual as amostras ndo foram submetidas a
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incubacdo e, portanto, utilizadas como controle, no qual a &area obtida
corresponde a 100% de miclobutanil (MCL) e o tempo de 50 minutos, tempo
méaximo de incubagdo empregado durante os estudos de metabolismo in vitro.
Os resultados obtidos no estudo prévio de estabilidade nas condicbes de
incubacédo sdo mostrados na Figura 21.

Figura 21. Avaliagdo da estabilidade do miclobutanil nas condi¢cdes de

incubagédo. A) 0,01 umol L%, B) 1,0 umol L?; C) 20 umol L. Temperatura de
incubacéo: 37°C.
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Os resultados obtidos e apresentados na Figura 21, mostraram que néo
ocorreu variagao significativa na concentragdo do miclobutanil quando
submetido as condigcbes de incubacdo, independente da concentracdo
empregada. O que pode ser comprovado estatisticamente pelo teste t Student,
pois os valores obtidos de p sdo todos superiores a 0,05. Portanto, o decaimento
da area de miclobutanil durante os estudos de metabolismo in vitro sera devido

a atividade das enzimas do CYP450.
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4.8. Estudo Prévio de Metabolismo in Vitro

Anterior a validagéo analitica, um estudo prévio de metabolismo in vitro
foi realizado para garantir que as enzimas do CYP450 presentes nos
microssomas hepéticos de humanos seriam capazes de metabolizar o
miclobutanil. Para tanto, foi empregada uma concentragéao proteica de 0,3 mg
mL-! de proteinas microssomais e tempo de incubacéo de 50 minutos, para trés
concentracdes distintas de miclobutanil, 0,01 pmol L%, 1,0 pmol L™ e 20 umol L
1. As amostras submetidas ao metabolismo foram comparadas com controles,
nos quais ndo houve adicdo do cofator NADPH e posteriormente as taxas de
metabolizacdo foram determinadas, tanto para o (+)- quanto para o (-)-

miclobutanil. Os resultados obtidos s&o mostrados na Figura 22.

Figura 22. Avaliacdo prévia do metabolismo in vitro do miclobutanil pelas
enzimas microssomais de humanos. A) 0,01 umol L; B) 1,0 pmol Lt; C) 20 umol
L. Tempo de incubacdo: 50 minutos. Concentracdo proteica: 0,3 mg mL-1.
Temperatura de incubacéo: 37°C.
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A partir dos resultados obtidos no estudo prévio de metabolismo in vitro €
possivel constatar que as enzimas do CYP450 sédo capazes de metabolizar o
miclobutanil, o que pode ser comprovado pelas taxas de metabolizacao
encontradas. Além disso, quando o racemato € empregado como substrato,
ocorre uma preferéncia pela metabolizacdo do (+)-miclobutanil, uma vez que a
concentracdo do (-)-miclobutanil ndo sofre variagdo quando as amostras
submetidas ao metabolismo sdo comparadas com os controles. Um outro fator
que pode ser observado € uma diminuicdo na taxa de metabolizacdo com o
aumento da concentracdo do substrato, que pode ser devida a uma velocidade
menor da reacdo enzimatica, dificultando a analise pelo método utilizado, ou
entdo a uma possivel inibicdo devido o aumento da concentracdo do substrato
(SEIBERT; TRACY, 2014b). Esse fator sera analisado mais detalhadamente

durante os estudos futuros para determinacao do perfil cinético enzimatico.

4.9 Validacao do Método Analitico
4.9.1 Seletividade

A seletividade do método garante que a andlise do miclobutanil e do
padrdo interno ocorra sem a interferéncia de outros constituintes da amostra
(ANVISA, 2012). As Figuras 23 e 24 presentam os cromatogramas obtidos para
a andlise de um branco juntamente com o de uma amostra de concentracéo
equivalente ao limite inferior de quantificacdo (LIQ), na qual é possivel observar
gue nao ocorre a presenca de nenhum interferente da matriz com tempo de
retencdo equivalente aos enantiomeros do miclobutanil ou ao padréo interno. As
respostas obtidas no branco apresentaram valores inferiores a 20% da resposta
obtida para o analito e a 5% da resposta obtida para o padrdo interno nas
amostras de LIQ, como pode ser observado na Tabela 16, garantindo assim a

seletividade do método analitico.
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Figura 23. Seletividade do método analitico. (A) branco. (B) limite inferior de quantificacdo curva baixa. Condic6es cromatograficas
descritas na Tabela 6. Volume de injecao: 10 L.
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Figura 24. Seletividade do método analitico. (A) branco. (B) limite inferior de quantificacdo curva alta. Condi¢cdes cromatograficas

descritas na Tabela 6. Volume de injecao: 10 L.
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Tabela 16. Valores de area equivalentes ao miclobutanil e ao padréo interno no
branco em relacdo as amostras de LIQ.

LIQ LIQ
Branco . % %
(curva baixa) (curva alta)
(+)-MCL 1010 22343 4,5 754714 0,1
(-)-MCL 891 22786 3,9 796000 0,1
Padré&o interno 722 796286 0,1 765571 0,1

4.9.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada no intervalo de 0,025 pumol L a 2,49 pmol L*
para a curva baixa e de 2,49 pmol L a 49,78 umol L! para a curva alta. Nao foi
possivel assegurar a linearidade do método empregando os métodos de
minimos quadrados sem ponderac¢do, uma vez que, ao realizar a regressao
linear, a exatidao néo foi obtida para todas as concentracdes avaliadas (ER% >
15%).

A ponderacao da curva analitica € uma importante ferramenta utilizada na
validacdo de métodos bioanaliticos (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO,
2002). Sendo assim, foram realizadas regressoes lineares com ponderacgao de
diferentes pesos 1/x, 1/x? e 1/x¥2. A ponderacdo com peso 1/x? apresentou o
menor valor para soma dos erros relativos dos valores nominais e portanto esse
peso foi utilizado. A equacéo da reta e o coeficiente de correlagdo encontram-se
na Tabela 17. O erro relativo para cada ponto da curva foi inferior 15% (dados
ndo apresentados) e o grafico de residuos mostrou uma distribuicdo aleatéria
dos pontos ao longo curva analitica (Figura 25), garantindo assim uma adequada

linearidade para o método desenvolvido.
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Tabela 17. Linearidade do método para analise do miclobutanil em microssomas
hepaticos.

_ Intervalo _
Curva Analito Equacéo Linear ra
(umol L)
Baixa (+)-MCL 0,025 - 2,49 y =0,4713x + 0,0146 0,9951
Baixa (-)-MCL 0,025 -2,49 y =0,4799x + 0,0146 0,9960
Alta (+)-MCL 2,49 — 49,78 y = 0,3542x + 0,1727 0,9976
Alta (-)-MCL 2,49 — 49,78 y = 0,3486x + 0,2106 0,9977

r2 — coeficiente de correlagéo

Figura 25. Grafico de residuos para analise do miclobutanil com ponderacéo
de 1/x2. (A) (+)-miclobutanil curva baixa; (B) (-)—miclobutanil curva baixa; (C)
(+)—miclobutanil curva alta; (D) (-)-miclobutanil curva alta.
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4.9.3 Efeito Residual

As amostras “branco” foram analisadas antes e depois de amostras de
concentracdo correspondente ao limite superior de quantificacéo e as respostas
obtidas para estas foram inferiores aos limites considerados aceitaveis pelos
guias de validacao (15% para o analito e 5% para o padréo interno), quando
comparadas as respostas obtidas para o LIQ (ANVISA 2012). Portanto, o método
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desenvolvido ndo apresenta efeito residual, assim, durante uma analise de

varias amostras, ndo hé interferéncia da andlise anterior na seguinte.

4.9.4 Limite Inferior de Quantificagéo

O método desenvolvido permite a quantificacdo minima de 0,025 pmol L
1 de miclobutanil em meio microssomal para a curva baixa com erro relativo
percentual de —10% e desvio padréo relativo percentual de 15% para o (+)—
miclobutanil e de —8% e 15%, respectivamente, para o (-)-miclobutanil. J& para
a curva alta, a concentracdo minima possivel de ser quantificada € 2,49 umol L
L com erro relativo percentual de —7% e desvio padrao relativo percentual de 2%,
para o (+)-miclobutanil e de —-6% e 2%, respectivamente, para o (-)-miclobutanil,
uma vez que os valores de exatidao e precisdo encontram-se dentro dos critérios
de aceitabilidade (ANVISA, 2012).

4.9.5 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo intraensaio (Tabelas 18 e 19) e interensaio
(Tabelas 20 e 21) foram avaliadas em quatro concentracdes distintas,
correspondentes ao LIQ, CQB, CQM e CQA, tanto para a curva baixa e quanto
para a curva alta. Como pode ser observado nas Tabelas 18-21 os valores
obtidos para o erro relativo e desvio padréao relativo estdo dentro dos limites
aceitaveis (ANVISA, 2012).

Tabela 18. Precisao e exatidao intraensaio para curva baixa

(+)-MCL (-)-MCL

Crom (LMol L) 0,025/0,050/ 1,25/ 1,56 0,025/0,050/ 1,25/ 1,56
Cexp (umol L?) 0,022/ 0,050/ 1,18 / 1,54 0,023/0,050/ 1,19/ 1,57
ER (%) ~10/0/-6/-1 ~8/0/-4/0,5
DPR (%) 15/7/3/3 15/9/31/3

Chom — Concentragéo nominal

Cexp— Concentragéo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual
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Tabela 19. Preciséo e exatidao intraensaio para curva alta

(+)-MCL (-)-MCL
Cnom (Umol L) 2,49/7,47/19,91 /31,55 2,49/7,47119,91 /31,55
Cexp (umol L) 2,31/7,59/19,90/29,89 2,34/8,05/21,29/32,03
ER (%) -7/2/-0,1/-5 —6/8/712
DPR (%) 2/2/31/4 2/12711/3
Cnom— Concentracdo nominal
Cexp— Concentragdo experimental
ER (%) — Erro relativo percentual
DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual
Tabela 20. Preciséo e exatidao interensaio para curva baixa
(+)-MCL (-)-MCL
Crom (Umol L) 0,025/0,050/1,25/1,56 0,025/0,050/1,25/1,56
Cexp (Mol L) 0,025/0,051/1,19/1,59 0,025/0,052/1,20/1,58
ER (%) 0/2/-4/2 0/4/-4/1
DPR (%) 14/10/4174 17/9/41/3
Cnom— Concentracdo nominal
Cexp— Concentracao experimental
ER (%) — Erro relativo percentual
DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual
Tabela 21. Preciséo e exatidao interensaio para curva alta
(+)-MCL (-)-MCL
Crom (umol L) 2,49/7,47/19,91/31,55 2,49/7,47/19,91 /31,55
Cexp (Umol L) 2,38/7,56/19,74 /31,19 2,39/7,67/21,90/31,37
ER (%) -4/1/-1/-1 -4/3/10/-0,5
DPR (%) 3/3/2/5 4/4/11/3

Cnhom— Concentracdo nominal

Cexp— Concentracao experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual
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4.9.6 Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado a fim de garantir a auséncia de efeitos na
resposta do analito e do padréo interno que poderiam ser causados por
componentes da matriz biolégica (ANVISA, 2012). Assim, amostras “branco”
foram submetidas ao procedimento de preparo de amostra e posteriormente
fortificadas com miclobutanil e padrdo interno, nas concentracdes
correspondentes ao controle de qualidade baixo e ao controle de qualidade alto,
tanto para a curva baixa, quanto para a curva alta. O fator de matriz normalizado
foi calculado e valores de desvio padrao relativo inferiores a 15% foram obtidos,

como pode ser observado nas Tabelas 22 e 23.

Tabela 22. Fator de matriz normalizado para a curva baixa.

(+)-MCL (=)-MCL (+)-MCL (=)-MCL
CQB CQB CQA CQA

1 0,81 0,88 0,87 0,90

2 0,93 0,98 1,0 1,0

3 1,0 1,1 0,95 0,97

4 0,94 1,0 1,0 1,0

5 0,98 1,0 1,0 1,1

Média 0,93 0,99 0,97 1,0

DPR (%) 8 7 6 7

Tabela 23. Fator de matriz normalizado para a curva alta.

(+)-MCL (=)-MCL (+)-MCL (-)-MCL
CQB CQB CQA CQA

1 0,94 0,96 0,94 0,95

2 1,1 1,1 1,0 1,0

3 1,1 1,1 0,99 1,0

4 1,0 1,0 1,1 1,1

5 1,1 1,1 1,1 1,1

Média 1,0 1,0 1,0 1,0

DPR (%) 6 6 6 5
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4.9.7. Estabilidade
A avaliacao da estabilidade do miclobutanil foi realizada a fim de garantir

que a concentracdo do analito se mantém dentro dos limites estabelecidos
(ANVISA, 2012), uma vez que este pode sofrer degradacédo devido as condi¢gbes
a gque é submetido durante a execucéo do experimento. Para tal, os parametros
avaliados foram a condicao de incubacéo que sera empregada durante o estudo

do metabolismo in vitro e no auto-injetor do equipamento por 20 horas.

4.9.7.1 CondicOes de Incubacgéo

A estabilidade do miclobutanil nas condi¢cdes de incubacao foi avaliada
em duas concentracdes distintas, equivalentes ao controle de qualidade baixo
(CQB) e ao controle de qualidade alto (CQA) para ambas as curvas analiticas.
As amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C durante 50 minutos, e
posteriormente quantificadas com o auxilio de uma curva analitica preparada no
mesmo dia. Os resultados obtidos (Tabela 24) comprovaram a estabilidade do
miclobutanil, assegurando-se assim que qualquer diminuicdo na concentracdo
deste durante os estudos de metabolismo in vitro é devida a atividade das

enzimas do citocromo P450.

Tabela 24. Estabilidade do miclobutanil nas condices de incubacéo

Curva Baixa Curva Alta
(+)-MCL (-)-MCL (+)-MCL (-)-MCL
Cnom (Umol L) 0,050/1,56 0,050/1,56 7,47 /31,55 7,47 /31,55
Cexp (umol L) 0,057/1,54 0,055/1,55 7,09 /30,70 7,40/ 31,65
ER (%) 13/-1 10/-1 -5/-3 -1/0,3
DPR (%) 15/4 13/4 4/3 4/1

Cnhom— Concentracdo nominal

Cexp— Concentracao experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual
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4.9.7.2 Auto-Injetor por 20 horas

A estabilidade do miclobutanil no auto-injetor por 20 horas, tempo maximo
de duracao de andlise para um experimento, foi avaliada em duas concentracdes
distintas, CQB e CQA, para ambas as curvas analiticas. Para tanto, as amostras
foram submetidas ao procedimento de preparo de amostras, armazenadas no
auto-injetor do equipamento e apos 20 horas analisadas por LC-MS/MS. As
amostras foram quantificadas com o auxilio de uma curva analitica preparada no
mesmo dia e os resultados obtidos (Tabela 25) comprovaram a estabilidade do
miclobutanil no auto-injetor, sendo entéo, possiveis analises com até 20 horas

de duracédo, sem que os resultados sejam comprometidos.

Tabela 25. Estabilidade no auto-injetor

Curva Baixa Curva Alta
(+)-MCL (-)-MCL (+)-MCL (-)-MCL
Crom (Umol L) 0,050/ 1,56 0,050/ 1,56 7,47 131,55 7,47 131,55
Cexp (Mmol L) 0,048/ 1,56 0,053/1,54 7,31/30,93 7,25/ 30,04
ER (%) —4/0 7/-1 —2/-2 -3/-5
DPR (%) 714 10/4 3/2 4/1

Crom— Concentragdo nominal

Cexp— Concentragdo experimental

ER (%) — Erro relativo percentual

DPR (%) — Desvio padrao relativo percentual

4.10. Otimizacao das Condi¢Ges de Metabolismo in vitro (Pré-cinética)
Em estudos de metabolismo € muito importante realizar a otimizacao das
condicbes empregadas, a fim de assegurar que a velocidade que esta sendo
medida corresponde a velocidade inicial (Vo) da reagédo enzimética. Para tanto
foi otimizado a concentrag&o de proteinas microssomais e o tempo de incubacdo,
uma vez que no estado estacionario, a concentracdo do substrato diminui
linearmente em relacéo a estes parametros (NELSON; COX, 2002).

Trés concentracdes de miclobutanil no meio microssomal foram avaliadas
0,10 pmol L* (baixa), 1,0 pmol Lt (média) e 20 umol L (alta), para garantir que
toda a faixa de concentracao trabalhada esteja nas condicdes de velocidade
inicial de consumo de substrato. Para a realizacdo desses estudos o racemato

foi empregado como substrato.
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4.10.1 Tempo de Incubagéao

Primeiramente foi determinado o tempo de incubacéo no qual a taxa de
decaimento da concentracdo do miclobutanil manteve-se linear. Optou-se por
primeiro avaliar o tempo, uma vez que, com o emprego de um tempo maior de
incubagcdo uma menor concentragdo de proteinas microssomais pode ser
empregada e consequentemente um gasto menor de microssomas hepético de
humanos é requerido, reduzindo assim o custo do estudo.

A concentracéo proteica foi fixada em 0,5 mg mL"! e foram avaliados (n =
5) os tempos de 0, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 minutos para as trés concentracoes
estudadas, 0,10 pmol L (baixa), 1,0 pmol L (média) e 20 umol L? (alta). As
amostras foram compostas de 5 pL do substrato, 40 puL de microssomas hepético
de humanos e 105 pL de solucdo tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,4 + 0,25% de
Cremophor EL® e pré-incubadas por 5 min. A reacéo foi iniciada pela adicdo de
50 pL do sistema de regeneracao de NADPH e encerrada apds atingir os tempos
avaliados pelo inicio do procedimento de preparo de amostra.

As amostras foram analisadas nas condi¢cfes otimizadas por LC-MS/MS
e as Figuras abaixo apresentam os resultados obtidos para a concentracao

baixa, média e alta para ambos os enantibmeros.

Figura 26. Avaliacdo da deplecédo do miclobutanil (0,10 pmol L) em funcéo do
tempo de incubacédo. A-(+)-miclobutanil. B-(-)-miclobutanil..
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Figura 27. Avaliacdo da deplecédo do miclobutanil (1,0 umol L') em fungéo do
tempo de incubacé&o. A-(+)-miclobutanil. B-(-)-miclobutanil.
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Figura 28. Avaliacdo da deplecéo do miclobutanil (20 pmol Lt) em funcéo do
tempo de incubagé&o. A-(+)-miclobutanil. B-(-)-miclobutanil.
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Através dos graficos obtidos e apresentados nas Figuras acima, foi
possivel observar que para o (+)-miclobutanil, nas concentra¢des de 0,10 pmol
Lt e 1,0 umol L a taxa de deplecdo foi mantida linear em toda faixa de tempo
analisada (0-50 minutos). Por outro lado, na concentracédo de 20 pmol L, como
pode ser observado na Figura 28, a linearidade € mantida até aproximadamente
20 minutos, com um valor de r para essa faixa de tempo (0-20 min) de 0,9231,
valor esse melhor do que quando comparado ao apresentado no grafico (r =
0,7036) que compreendeu todo o intervalo avaliado. Esse comportamento pode
ser explicado pelo fato da taxa de deple¢cédo ser baixa, indicando, como dito
anteriormente, uma menor velocidade da reacdo enzimatica nesta concentracao

ou ainda uma possivel inibicdo em funcdo do aumento concentracdo do
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substrato. Além disso, foi possivel verificar que o (-)-miclobutanil apresentou o
mesmo comportamento observado no estudo prévio de metabolismo in vitro
(item 4.8), confirmando uma preferéncia pela metabolizacdo do enantiomero (+),
uma vez que ndo € notada uma deplecédo significativa do (-)-miclobutanil em
qualquer concentracdo avaliada. Portanto, considerando apenas o resultado
para o (+)-miclobutanil, optou-se por trabalhar com o tempo de incubacgao de 50
minutos, visando uma reducdo da concentracdo proteica empregada, e
consequentemente, um menor custo para a realizacdo do estudo de

metabolismo in vitro desse praguicida.

4.10.2 Concentracao de Proteinas Microssomais

Apos determinar o tempo de incubacdo a ser empregado no estudo
cinético, realizou-se a otimizacado da concentracdo de proteinas microssomais
para determinar a faixa em que a deplecdo do miclobutanil se mantém linear.
Para tanto, avaliou-se as seguintes concentracdes de proteinas: 0,05, 0,10, 0,20,
0,30, 0,40 e 0,50 mg mL"! (n=5) para as trés concentragdes de substrato, 0,10
umol Lt (baixa), 1,0 umol Lt (média) e 20 umol L (alta). As amostras foram
compostas de 5 pL do substrato, 40 pL de microssomas hepatico de humanos e
105 pL de solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L2 pH 7,4 + 0,25% de Cremophor EL®
e pré-incubadas por 5 min. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 50 puL do sistema
de regeneracdo de NADPH e encerrada apos 50 minutos pelo inicio do
procedimento de preparo de amostra.

As amostras foram analisadas por LC-MS/MS e as Figuras abaixo
apresentam os resultados obtidos para a concentracéo baixa, média e alta para

ambos os enantidbmeros.
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Figura 29. Avaliacéo da deplecdo do miclobutanil (0,10 umol L't) em funcédo da
concentracdo de proteinas microssomais. A-(+)-miclobutanil. B-(-)-miclobutanil
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Figura 30. Avaliacdo da deplecdo do miclobutanil (1,0 pmol L'') em fungéo da
concentracdo de proteinas microssomais. A-(+)-miclobutanil. B-(-)-miclobutanil
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Figura 31. Avaliacdo da deplegdo do miclobutanil (20 pmol Lt) em fungéo da
concentracéo de proteinas microssomais. A-(+)-miclobutanil. B-(-)-miclobutanil.
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A partir das Figuras apresentadas acima, foi possivel observar que para
as trés concentracbes empregadas, a deplecdo de miclobutanil manteve-se
linear em toda a faixa de concentragao proteica estudada.

Assim, optou-se por empregar na realizacdo dos estudos cinéticos a
concentracdo proteica de 0,5 mg mL?. Nessa concentracdo de proteinas
microssomais, a deplecdo do substrato encontra-se dentro da faixa linear,
assegurando-se assim que a velocidade da reacdo enzimatica medida encontra-
se em velocidade inicial (Vo). Além disso, nessa concentragcdo ha um apreciavel
consumo do substrato levando assim a uma melhor interpretacdo dos resultados
obtidos.

4.11 Cinética Enziméatica

Na determinacdo dos parametros cinéticos enzimaticos do metabolismo
do miclobutanil pelas enzimas do CYP450 foram empregadas as condi¢cdes de
velocidade inicial otimizadas na pré-cinética (item 4.10), com tempo de
incubacgdo de 50 minutos e concentracdo proteica de 0,5 mg mL™. A faixa de
concentracdo de substrato empregada foi de 0,10 umol L't a 50 pmol L1, tanto
para o racemato, quanto para os enantibmeros isolados, (+)-miclobutanil e (-)-
miclobutanil. Os resultados obtidos demonstraram o mesmo comportamento que
ja havia sido observado durante o estudo prévio de metabolismo in vitro (item
4.8) e durante a otimizagao das condi¢cOes de velocidade inicial (item 4.10), uma
vez que, quando o substrato empregado foi o racemato, ocorreu uma preferéncia
pela metabolizagdo do (+)-miclobutanil em relagdo ao (—)-miclobutanil, o que
pode ser observado através do grafico da proporcéo enantiomérica (Figura 32).
Utilizando como substrato os enantiomeros individuais, néo foi possivel observar
a metabolizacéo do (-)-miclobutanil, sendo obtido apenas o perfil cinético para o

(+)-miclobutanil (Figuras 33 e 34).
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Figura 32. Proporcao enantiomérica do miclobutanil em funcéo do tempo de
incubacéo.
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O perfil cinético observado para o (+)-miclobutanil € melhor descrito pelo
modelo matematico de Michaelis-Menten, o que pode ser observado através das
Figuras 33A e 34A e confirmado pelo grafico de Eadie-Hofstee (Figuras 33B e
34B), onde foi obtida uma reta o que caracteriza um perfil cinético michaeliano.
Os valores de Vmaxe Km foram de 66,06 + 4,59 nmol min't mg? e 3,61 + 0,88
umol L, respectivamente, quando o substrato foi o racemato e de 305,50 +
18,39 nmol min!t mg? e 6,85 + 1,29 umol L*?, respectivamente, quando o
substrato foi o (+)-miclobutanil. Os parametros obtidos mostraram uma maior
velocidade da reacdo e um maior valor de Km, quando o substrato empregado
foi o (+)-miclobutanil isolado em relacdo ao racemato, indicando uma possivel

inibicdo causada pelo (—)-miclobutanil.
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Figura 33. (A) Cinética enzimética michaeliana do metabolismo do (+)-
miclobutanil empregando o racemato como substrato. (B) Grafico de Eadie-

Hofstee.
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Figura 34. (A) Cinética enzimatica michaeliana do metabolismo do (+)-
miclobutanil empregando o enantidémero isolado como substrato. (B) Grafico de
Eadie-Hofstee.
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Através dos parametros cinéticos enzimaticos obtidos €& possivel
determinar o clearance intrinseco (CLint) (Equagéo 3), que indica a capacidade
do figado em depurar um determinado xenobidtico (YAN et. al., 2014). O CLint
obtido para o (+)-miclobutanil foi de 18,30 mL min* mg, utilizando o racemato
como substrato e de 44,60 mL min! mg?, utilizando como substrato o

enantiomero (+).

Yan et al (2014), utlizando microssomas hepaticos de ratos,
demonstraram um perfil cinético michaeliano para os enantibmeros do

miclobutanil, empregando como substrato o racemato. Os valores obtidos de
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Vmax € de Km foram de 2405,53 + 205,9 nmol min't mg? e 16,88 + 3,64 umol L*
e CLint de 142,51 mL min mg? para o (+)-miclobutanil. Para o (-)-miclobutanil
os valores obtidos de Vmax € de Km foram de 696,69 + 64,8 nmol mint mg? e
11,79 + 3,24 pmol L e CLint de 59,09 mL mint mg?. A diferenca entre os
parametros obtidos utilizando os dois modelos distintos sugere uma maior
exposicdo aos enantibmeros do praguicida em humanos, porém essa
comparacao é limitada, devido as diferencas no conteado das isoformas em
humanos e animais (MARTIGNONI; GROOTHUIS; DE KANTER, 2006).

4.12 Correlagdo in Vitro-in Vivo e Predicdo dos Parametros
Toxicocinéticos in vivo

Para a predicdo dos parametros toxicocinéticos in vivo, a fracdo de
miclobutanil ndo ligada as proteinas microssomais foi determinada empregando
a mesma concentragao proteica utilizada nos estudos de metabolismo in vitro do
praguicida, 0,5 mg mL?; enquanto que a fracdo ndo ligada as proteinas
plasmaticas foi realizada na concentracdo de 42 mg mL™, equivalente a
concentracdo média presente no corpo humano (DAVIES; MORRIS, 1993). O
estudo foi realizado empregando tanto o racemato, quanto os enantibmeros
isolados do miclobutanil. A fracdo ndo ligada do (+)-miclobutanil as proteinas
microssomais (fumic) foi de 0,73 e ao plasma (fup) foi de 0,17 quando o substrato
foi o racemato. Para o (+)-miclobutanil isolado a fumic foi de 0,83 e a fup de 0,18.
A fracdo nao ligada do (-)-miclobutanil ao meio microssomal (fumic) foi de 0,66 e
ao plasma (fup) foi de 0,10, quando o substrato foi o racemato. Para o (-)-
miclobutanil isolado a fumic foi de 0,90 e a fup de 0,12.

A ligacdo nado especifica as proteinas microssomais e plasmaticas deve
ser considerada na extrapolagcéo dos resultados obtidos in vitro (CHANG et al.,
2010). Assim, a partir dos valores de clearance intrinseco e da fragédo nao ligada
as proteinas, é possivel determinar o clearance hepatico (CLH) e a taxa de
extracdo hepatica (E) do (+)-miclobutanil (Tabela 26), através das Equacgdes 10
e 11. Nao foi possivel realizar a extrapolagdo dos parametros para o (-)-
miclobutanil, uma vez que este ndo foi metabolizado pelas enzimas do CYP450
nas condicbes estudadas, ndo sendo possivel visualizar o perfil cinético e,

portanto, determinar os valores de Vmax € Km.
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Qxﬁf P CLint B
CLy = e Equacéo 10
Q+(fur:ic)x CLint
(fup X CLint) ~
E=—7©c—— Equacao 11

"~ Q+(fup x CLipt)

Onde, Q indica o fluxo sanguineo hepatico, equivalente a 20 mL min-t kg
1. CLH ao clearance hepético; fup a fracdo néo ligada ao plasma; fumic a fracéo
nao ligada as proteinas microssomais; CLint a0 clearance intrinseco; E a taxa de

extracao hepatica.

Tabela 26. Predicdo dos parametros toxicocinéticos in vivo

(+)-miclobutanil Clearance Hepaético Taxa de Extracéao
(mL min-t kg) Hepatica (mL min-t kg)
Racemato 19,99 0,99
Enantidmero isolado 19,99 0,99

Os valores de clearance hepatico obtidos para o (+)-miclobutanil indicam
que esse agroquimico pode ser prioritariamente eliminado do corpo pelo figado,
uma vez que estes foram préoximos de 20 mL min kg, valor equivalente ao
fluxo sanguineo hepéatico. Além disso, os valores obtidos para a taxa de extracédo
hepatica, proximos de 1, indicam que o miclobutanil podera sofrer o efeito de
primeira passagem pelo figado, portanto, caso o praguicida seja ingerido, sua
concentracdo sera diminuida significativamente antes de atingir a circulacao
sistémica. Esse fenbmeno ja foi relatado para o agroquimico fenamifés (DE
ALBUQUERQUE; DE MATOS; DE OLIVEIRA, 2016). Além disso, apesar de ter
sido observado valores de CLint diferentes entre o racemato e o (+)-MLC, a
predicdo do CLx e do E mostraram valores similares, indicando assim uma

possivel auséncia de enantiosseletividade no processo.
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4.13 Determinacdo das enzimas do CYP450 responsaveis pelo
metabolismo do miclobutanil (fenotipagem)

A fim de determinar quais isoformas do CYP450 atuam no metabolismo
dos enantibmeros do miclobutanil, foi realizado um estudo de fenotipagem,
empregando as isoformas recombinantes do CYP, Superssomas®. As isoformas
estudadas foram: CYP1Al, CYP1A2, CYP3A4, CYP3A5, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 E CYP2EL, uma vez que estas sao as principais
enzimas envolvidas no metabolismo de xenobiéticos (OGILVIE et al., 2008). A
concentracdo de miclobutanil empregada nesse estudo foi mantida abaixo do
valor de Km e tanto o racemato quanto os enantidmeros individuais foram

utilizados como substrato. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 35.

Figura 35. Determinagéo das isoformas envolvidas no metabolismo do rac-, (+)-
e (-)-miclobutanil. (A) (+)-miclobutanil empregando o racemato como substrato.
(B) (+)-miclobutanil empregando o enantibmero isolado como substrato.
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A partir dos resultados obtidos, é possivel constatar que as isoformas
envolvidas no metabolismo do rac- e (+)-miclobutanil sdo a CYP2C19 e CYP3A4.
Para o célculo da RN das isoformas que atuam no metabolismo do miclobutanil
foram consideradas as concentracdes destas presente no figado humano, sendo
a da CYP2C19 de 19 pmol CYP/mg e da CYP3A4 de 108 pmol CYP/mg
(RODRIGUES, 1999). Ja havia sido constatado que a isoforma CYP3A4 é a
principal enzima responsavel pelo metabolismo do trans-bromuconazol, um
fungicida da familia dos triazéis, como € o caso do miclobutanil (MAZUR et al.,
2007), e que a CYP2C19 atua no metabolismo de diferentes praguicidas como
deltametrina e esfenvalerato (GODIN et al, 2007). Como ja havia sido observado
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anteriormente, o (-)-miclobutanil ndo foi metabolizado pelas enzimas do
CYP450. Além disso, foi possivel observar também que, quando o substrato
empregado foi o racemato ocorre uma maior contribuicdo da CYP2C19 para o
metabolismo do (+)-miclobutanil, enquanto que quando o substrato é o
enantidmero isolado (+)-miclobutanil a contribuicdo da CYP3A4 no metabolismo
desse enantidmero é maior, 0 que pode ser justificado por uma possivel inibicdo

desta isoforma pelo (-)-miclobutanil presente no racemato.

4.14 Estudos de inibicdo enzimatica do CYP450

O potencial de inibicdo do miclobutanil nas enzimas do CYP450 foi
avaliado através da determinag&o do ICso, que corresponde a concentracdo do
praguicida responsavel pela inibicdo de 50% da atividade enzimatica. A
determinacdo do ICso € importante, uma vez que indica quais enzimas séo
potencialmente inibidas pelo praguicida e ainda, qual a concentracdo de
substrato que deve ser empregada nos estudos de mecanismo de inibicdo
(OLGIVIE et. al., 2008). Se o valor de ICso obtido para o composto estudado for
menor que 10 umol L1, este é considerado um inibidor forte da enzima. Valores
de ICso entre 10 e 100 umol L1, correspondem a inibidores moderados e valores
de ICso maiores que 100 pumol L equivalem a um inibidor fraco (SPPAGIARI et.
al., 2014).

As isoformas do CYP450 para as quais foi avaliado o efeito de inibigéo do
miclobutanil foram: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l e
CYP3A4/5. As condicbes de incubacdo empregadas foram previamente
determinadas por Habenschus et. al. (2017). As analises foram realizadas
empregando tanto o racemato, quanto os enantibmeros, (+)-miclobutanil e (-)-
miclobutanil isolados, em sete concentracdes distintas: 10 nmol L, 50 nmol L,
200 nmol L, 1 ymol L, 4,6 ymol L2, 21,5 ymol L* e 100 pmol L.
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» CYP1AZ2

O ICs0 do miclobutanil para a avaliacdo do CYP1A2 foi determinado
utilizando como marcador a reacdo de O-deetilacdo da fenacetina, sendo
monitorada a formacdo do metabdlito acetaminofeno. Os resultados obtidos séo
apresentados na Figura 36.

Figura 36. Determinacdo do IC50 do miclobutanil frente a CYP1A2. (A)
racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-miclobutanil.
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Como pode ser observado na Figura 36, o miclobutanil ndo apresentou
efeito de inibicdo sobre a CYP1A2 até a concentracdo de 100 umol L, uma vez
gque a porcentagem de atividade enzimatica remanescente permaneceu

constante e préxima a 100% em toda faixa de concentragdo estudada.

» CYP2C9

A reacgao de 4’-hidroxilacdo do diclofenaco foi utilizada como marcador
na determinacdo do ICso do miclobutanil para a avaliagdo da CYP2C9,
monitorando a formagdo do metabdlito 4’-hidroxidiclofenaco. Os resultados
obtidos sdo mostrados na Figura 37.

Figura 37. Determinacdo do IC50 do miclobutanil frente a CYP2C9. (A)
racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-miclobutanil.

o - O 1en 150+
150 A 1509 o ¢

1004 100 @ 1004

50+ 504 50+ +

= : , , . e . . . . : ,
2 ] 0 1 2 3 3 2 K] [} 1 2 3 3 2 - 0 1 2 3
log [rac-MCL] (umol L") log [(+)-MCL] (umol L) log [(-)-MCL] (umol L)




82

Como pode ser observado na Figura 37, o miclobutanil apresentou um
efeito de inibigdo moderado sobre a CYP2C9, com valores de ICsode 36,35 pmol
L1 para o racemato, 26,49 umol L-*para o (+)-miclobutanil e 31,04 pmol L*para
o (-)-miclobutanil. Contudo, néo foi observado enantiosseletividade no processo,
considerando que todos os inibidores (rac-; (+)- e (-)-miclobutanil) apresentaram

valores de ICso préximos.

» CYP2C19

Na Figura 38 sdo apresentados os resultados de ICso do miclobutanil
para a avaliagdo da CYP2C19, que foram determinados utilizando como
marcador a reagao de 4’-hidroxilacdo da S-mefenitoina. O metabdlito monitorado
foi a 4’-hidroximefenitoina.

Figura 38. Determinacdo do IC50 do miclobutanil frente a CYP2C19. (A)
racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-miclobutanil.
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O miclobutanil apresentou um efeito forte de inibicdo sobre a CYP2C19
(Figura 38), com valores de ICsode 0,56 pumol L para o racemato, 0,29 umol L-
! para o (+)-miclobutanil e 0,63 umol L para o (-)-miclobutanil. Valores de ICso
inferiores a 10 pmol L foram obtidos, tanto para o racemato quanto para 0s
enantibmeros isolados. A inibicdo causada a CYP2C19 por praguicidas ja havia
sido observada anteriormente, onde o0s inseticidas organofosforados,
fenitrotiona, fentoato, profenofos e clorpirifos, inibiram de 51% a 72% a atividade
dessa isoforma (ABASS; TURPEINEN; PELKONEN, 2009). O efeito de inibicdo
causado pelo miclobutanil na CYP2C19, parecem nao ser enantiossletivo, uma
vez que os valores obtidos de ICso para 0 racemato e para os enantibmeros

isolados foram préximos.
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» CYP2D6

Para a CYP2D6 a reacao utilizada como marcador foi a 1-hidroxilacéo
do bufuralol com a formacédo do metabdlito 1-hidroxibufuralol. Na Figura 39 séo

apresentados os resultados obtidos.

Figura 39. Determinacdo do IC50 do miclobutanil frente a CYP2D6. (A)
racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-miclobutanil.
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Os valores de ICso do miclobutanil foram maiores que 100 pmol Lt para o
racemato, 81,03 umol L'para o (+)-miclobutanil e 91,04 pmol L* para o (-)-
miclobutanil. Assim, € possivel observar que o racemato € um inibidor fraco da
CYP2D6 (ICso > 100 pmol L) enquanto que os enantidmeros isolados séo
inibidores moderado-fracos dessa isoforma, com valores de I1Cso proximos a 100
umol L. Apesar da diferenca entre o potencial de inibicdo que foi observado
para o racemato e para os enantiomeros isolados, os valores obtidos para o ICso
foram préximos, ndo evidenciando um possivel efeito enantiosseletivo nesse

processo.
> CYP2E1l

A formagdo do metabdlito 6’-hidroxiclorzoxazona a partir da
clorzoxazona foi utilizada como marcador na determinacdo do ICso do
miclobutanil para a CYP2EL1 (Figura 40).
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Figura 40. Determinacdo do IC50 do miclobutanil frente a CYP2ELl. (A)
racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-miclobutanil.
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Os valores de ICso do miclobutanil foram maiores que 100 umol L tanto
para 0 racemato, quanto para os enantibmeros, (+)-miclobutanil e (--

miclobutanil isolados, sendo portanto, um inibidor fraco da CYP2EL.

»> CYP3A4/5

O 1Cso0 do miclobutanil para a CYP3A4/5 foi determinado utilizando como
marcador duas reacdes distintas: a reacdo de 1-hidroxilagdo do midazolam,
gerando o metabdlito 1’-hidroximidazolam (Figura 41) e a reacao de oxidacao da
nifedipina, formando o metabdlito deidronifedipina (Figura 42). As enzimas
CYP3A4/5 sao responsaveis pela metabolizacdo de diversos compostos de
diferentes classes, com isso, 0 FDA recomenda a utilizacdo de dois substratos
estruturalmente distintos para avaliar a inibicdo de um determinado composto
sobre essas enzimas (SPPAGIARI et. al., 2014).

Figura 41. Determinacao do IC50 do miclobutanil frente a CYP3A4/5 usando o
midazolam como substrato. (A) racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-
miclobutanil.
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Figura 42. Determinagéao do IC50 do miclobutanil frente a CYP3A4/5 usando a
nifedipina como substrato. (A) racemato; (B) (+)-miclobutanil; (C) (-)-
miclobutanil.
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Como pode ser observado nas Figuras 41 e 42 o miclobutanil apresentou
efeito de inibicdo na atividade CYP3A4/5. Utilizando o midazolam como
substrato, os valores de ICso obtidos foram: 1,42 umol L para o racemato, 0,58
umol Lipara o (+)-miclobutanil e 1,31 pmol L* para o (-)-miclobutanil. Ja,
utilizando como substrato, a nifedipina, os valores de ICso obtidos foram
equivalentes a 3,04 pmol L' para o racemato, 1,19 pmol L? para o (+)-
miclobutanil e 0,72 pmol L* para o (-)-miclobutanil. Os valores de ICso
observados tanto para o racemato quanto para os enantiomeros isolados, para
os dois marcadores distintos, midazolam e nifedipina, foram inferiores a 10 umol
L1, portanto o miclobutanil € um inibidor forte da CYP3A4/5. Os resultados
obtidos para o racemato e para os enantibmeros individuais, foram proximos, e
portanto, parace nao haver enantiosseletividade no efeito inibitério do
miclobutanil sobre a CYP3A4/5, para ambos marcadores. A inibicdo causada por
fungicidas da familia dos triaz6is, como € o caso do miclobutanil, j& havia sido
obervada anteriormente, para difenoconazol, que apresentou um valor de ICso
equivalente a 0,41 pmol L para a CYP3A4/5 (LV, et. al., 2017).

Na Tabela 27 estdo sumarizados o0s valores obtidos de ICso do

miclobutanil para cada uma das isoformas do CYP450 avaliadas nesse projeto.



86

Tabela 27. Valores de IC50 do miclobutanil frente as enzimas do CYP450

rac-MCL (+)-MCL (-)-MCL
Isoformas do CYP450 (umol L) el 1L ] 1L
CYP1A2 -* -* -*
CYP2C9 36,35+ 1,16 26,49 + 1,57 31,04 +1,28
CYP2C19 0,56 + 1,08 0,29+ 1,08 0,63+1,28
CYP2D6 > 100 81,03+ 1,33 91,04 +1,12
CYP2E1 > 100 > 100 > 100
CYP3A4/5 nifedipina 1,42 +1,30 0,58 +1,18 1,31+1,31
CYP3A4/3A5 midazolam 3,04 £ 1,27 1,19+ 1,25 0,72+1,13

* Sem inibicao significativa até 100 umol L.

Como foi possivel observar pelos resultados obtidos, o miclobutanil
mostrou-se como um inibidor forte para a CYP2C19 e para a CYP3A4/5, duas
isoformas bem significativas do ponto de vista de metabolizacdo de farmacos
(CLARKE; JONES, 2008). A CYP3AA4/5 é responsavel por catalisar a reacéo de
metabolismo de uma grande variedade de compostos de diferentes classes e
para muitos outros compostos as reacdes catalisadas pela CYP3A4/5 sao
mecanismos secundarios de eliminacdo (CLARKE; JONES, 2008). Enquanto
que a CYP2C19 atua no metabolismo do omeprazol e do diazepam (CLARKE;
JONES, 2008), farmacos que sdo amplamente utilizados. Assim, o0 uso dessas
substancias, combinado com uma exposi¢cdo ao praguicida, pode resultar em
interacBes farmaco-praguicida, aumentado a concentracdo dos medicamentos,
que sado prioritariamente metabolizados por esses grupos de enzimas, no
organismo humano. Além disso, através do estudo de fenotipagem (item 4.13),
foi possivel constatar que as isoformas CYP2C19 e CYP3A4, que foram
fortemente inibidas, sdo também as isoformas responsaveis pelo metabolismo
do praguicida, o que sugere uma possivel inibicdo competitiva, porém estudos
para determinar o mecanismo de inibicdo sdo necessarios para confirmar o tipo
de inibicdo envolvida. A Tabela 28 apresenta alguns farmacos que podem ter
sua farmacocinética alterada na presenca do miclobutanil pois sdo substratos
altamente sensiveis a inibicdo da CYP2C19 e CYP3A4.
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Tabela 28. Alguns farmacos sensiveis a inibicdo das CYP3A4 e CYP2C19.
(Adaptado de: Straight Healthcare, 2018).

CYP2C19 CYP3A4
Carisoprodol, Citalopram, Clobazam, Albendazol, Alprazolam, Amlodipina,
Diazepam, Lansoprazol, Omeprazol, Budesonida, Buprenorfina
Fenitoina Butorfanol, Buspirona, Clindamicina,
Clonazepam, Ciclofosfamida, Ciclosporina,
Diazepam

A inibicdo sobre a CYP2C9, causada tanto pelo racemato quanto pelos
enantiomeros isolados do miclobutanil, e da CYP2D6 provocada pelos
enantiobmeros isolados, foi moderada, com valores de I1Cso entre 10 e 100 pumol
L1, com isso a probabilidade de que ocorram interagdes farmaco-praguicida com
farmacos metabolizados por essas enzimas é reduzida. Enquanto que para a
CYP2EL, o miclobutanil € um inibidor fraco e para a CYP1A2 néao foi observada
inibicdo significativa, ndo correndo risco, portanto, de que interacdes farmaco-
praguicida sejam observadas.

Além disso, os resultados obtidos para a mistura racémica e para 0s
enantiomeros, (+)-miclobutanil e (-)-miclobutanil, separadamente, foram

préximos, ndo sendo observadas, portanto, diferencas enantiosseletivas.
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5 CONCLUSAO

A realizacdo dos estudos enantiosseletivos in vitro do miclobutanil
permitiu avaliar, pela primeira vez o metabolismo, tanto da mistura racémica
quanto dos enantibmeros individuais do praguicida, frente as enzimas do
CYP450 presentes em microssomas hepaticos de humanos. Para isso, um
método enantiosseletivo, que permitiu a separacdo e quantificacdo dos
enantidmeros, foi desenvolvido e validado, empregando cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.

Os estudos demonstraram diferencas enantiosseletivas no metabolismo
desse agroquimico, uma vez que o (-)-miclobutanil ndo foi metabolizado pelas
enzimas do CYP450, ndo sendo possivel obter seu perfil cinético. Além disso, a
correlacdo in vitro-in vivo demonstrou que o figado parece ser o principal érgéo
responsavel pela eliminacdo do praguicida e que as isoenzimas CYP2C19 e
CYP3A4 estédo envolvidas nesse processo.

Os ensaios de inibicdo demonstraram que o praguicida apresenta um forte
efeito de inibicdo sobre essas mesmas enzimas (CYP2C19 e CYP3A), o que
indica uma possivel inibicdo competitiva; porém estudos para determinacédo do
mecanismo de inibicdo devem ser realizados. A forte inibicdo causada pelo
miclobutanil nas enzimas CYP2C19 e CYP3A, pode resultar em interacdes
praguicida-farmaco, levando a um aumento da concentracdo dos farmacos no

organismo podendo entdo causar efeitos toxicos.
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