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RESUMO

MOREIRA, F. L. Estudo in vitro do perfil metabdlico do agente antitumoral
piplartina frente as enzimas do citocromo P450 e predicdo de parametros
farmacocinéticos. 2017. 212 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

A piplartina (PPT) ou piperlongumine é um produto natural da classe dos
alcaloides encontrada em espécies da familia Pipereaceae. Devido a sua alta
poténcia e seletividade na inibicdo de diversas linhagens de células tumorais, a
PPT tém sido investigada como um potencial candidato a farmaco. Neste contexto,
estudos relacionados a sua toxicidade e seguranca devem ser realizados,
incluindo a determinacdo do papel das enzimas do Citocromo P450 (CYP450)
sobre o metabolismo da PPT. Esta familia de enzimas é responsavel pela
biotransformacdo de cerca de 75% dos farmacos presentes no mercado. Os
estudos pré-clinicos que visam avaliar o metabolismo podem ser realizados
empregando modelos in vitro como uma ferramenta para predicdo de
caracteristicas farmacocinéticas in vivo. Assim, o presente estudo teve como
objetivo a avaliacdo do perfil metabdlico da PPT frente as enzimas do CYP450
empregando-se estudos in vitro com microssomas hepaticos humanos (HLM) e a
posterior predicdo de parametros farmacocinéticos. Estes estudos incluiram a
determinacao de parametros enziméaticos, estudos de inibicdo da PPT sobre as
principais isoformas do CYP450, elucidacdo estrutural de metabdlitos gerados
com a reacdo de metabolismo e, finalmente, estudos de fenotipagem enzimética.
A metodologia geral de estudo de metabolismo in vitro envolveu o uso de técnicas
cromatograficas acopladas a diversos detectores/analisadores, tais como arranjo
de diodos, espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear. O
metabolismo foi avaliado pela medida da taxa de desaparecimento da PPT do
meio microssomal. Apos validacdo da metodologia para quantificacdo da PPT e
determinacdo das condicOes de velocidade inicial de reacdo, um perfil sigmoidal
foi obtido, indicando o metabolismo da PPT por enzimas contendo mdultiplos sitios
ativos e/ou catélise por diversas enzimas concomitantemente. Os parametros
cinéticos calculados foram Vmax = 5,5 £ 0,5 nmol mg proteina* min?, Sso = 127,70
umol Lt e Coeficiente de Hill (h) = 3. O clearance intrinseco obtido foi de 22,68 pL
min "t mg 1. A fragdo ndo ligada as proteinas plasmaticas e microssomais foi de 0,07
e 0,76, respectivamente. O clearance in vivo predito foi de 19,79 mL min * kg %, o
clearance hepatico de 1,89 mL min ! kg " e extracdo hepatica de 0,09. Dentre quatro
isoformas avaliadas, CYP3A, CYP2C9, CYP2D6 e CYP1A2, a PPT demonstrou um
potencial em causar interacdo produto natural-medicamento apenas sobre a CYP1A2.
A PPT é um inibidor competitivo dose-dependente da CYP1A2, apresentando um
valor de Kide 1,5 umol L1. A razao [l]/Ki obtida de 9,1 prediz uma interacao relevante
in vivo. Além disso, a PPT apresentou uma inibicdo tempo-dependente sobre a
CYP1A2 com valores de Ki de 8 umol L* e kinact de 0,014 min. A inibicdo dose-,



NADPH- e tempo-dependente confirmam uma inibicdo baseada no mecanismo em
gue o modo pelo qual a PPT liga-se a enzima € irreversivel. Baseado nos dados
obtidos pelas analises por espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear,
guatro metabdlitos gerados apdés metabolismo da PPT com HLM tiveram suas
estruturas propostas. Assim, foram caracterizados os metabdlitos M1 (produto de uma
desmetilacdo na posicao meta do anel 3,4,5-trimetoxicinamico), M2 (produzido por
uma epoxidacdo entre o C3 e C4 do anel lactamico), M3 (gerado através de uma
oxidacado no C5 do anel lactamico) e, finalmente, M4 (produto de uma reacéo trans-
diidrodiol entre C3 e C4). O metabdlito M4 é formado tardiamente (ap6s 40 min de
reacdo) e provavelmente é um metabdlito secundario produzido a partir de M2 através
de uma reacdo trans-diidrodiol. O estudo de fenotipagem demonstrou que as
principais isoformas que contribuem para o metabolismo da PPT sdo a CYP1A2
(formacédo de M1) e a CYP3A4 (formacédo de M2 e M3). O emprego das isoformas
recombinantes demonstrou a formagcdo de M4 a partir da catalise por diversas
isoformas, CYP2C19, CYP2C8, CYP2D6, CYP2B6 e CYP2E1l. Portanto, o perfil
metabdlico do candidato a agente antitumoral PPT frente as enzimas do CYP450 foi
demonstrado neste trabalho, proporcionando aspectos relacionados a seguranca e
eficacia desta substancia. Os dados apresentados certamente servirdo como guia em
estudos clinicos futuros.

Palavras-chave: Piperlongumine, Produto Natural, CYP450, Microssomas Hepaticos
Humanos, Interagdo Produto Natural-Medicamento



ABSTRACT

MOREIRA, F. L. Metabolic profile of the antitumor agent piplartine by
Cytochrome P450 enzymes, in vitro study and prediction of pharmacokinetic
parameters. 2017. 212 p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Piplartine (PPT) or Piperlongumine is a naturally occurring alkaloid found in species of
Pipereaceae family. Due its high potency and selectivity of inhibition of several cancer
cell lines, PPT has been investigated as a potential drug candidate. In this context,
studies related with toxicity and safety should be performed, including the role of the
Cytochrome P450 (CYP450) enzymes in PPT metabolism. This family of enzymes is
responsible for the biotransformation of 75% of the drugs in the market. The preclinical
studies that aim to evaluate the drug metabolism can be performed by employing in
vitro models as a tool for prediction of in vivo pharmacokinetic characteristics.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the metabolic profile of PPT after
metabolism by CYP450 enzymes employing in vitro studies with human liver
microsomes (HLM) and the ensuing prediction of pharmacokinetic parameters. These
studies embraced the kinetic parameters determination, inhibition ability of PPT over
the most important CYP450 isoforms, structural elucidation of the produced
metabolites after metabolism reaction and, finally, the enzymatic phenotyping study.
The general procedure for in vitro metabolism studies consisted of the use of
chromatographic techniques coupled to different detectors/analyzers, such as diode
array, mass spectrometry and nuclear magnetic resonance. The metabolism was
evaluated measuring the rate of disappearance of the PPT from de microsomal
medium. After method validation for PPT quantification and determination of initial
velocity conditions, the enzymatic kinetics with a sigmoidal profile indicating a
metabolism of PPT by enzymes with multiple active sites and/or metabolism by multiple
CYP450 enzymes was observed. The following parameters were calculated: Vmax =
5.5 = 0.5 nmol/mg protein/min, Sso = 127.7 pmol/L, and Hill coefficient of 3.0. The
intrinsic clearance was 22.68 L min -t mg 1. The unbound fraction of PPT on plasmatic
and microsomal proteins was 0.07 and 0.76, respectively. The predicted in vivo
clearance was 19.79 mL min ! kg 1, the hepatic clearance was 1.89 mL min * kg
and the hepatic extraction was 0.09. Among 4 isoforms evaluated, CYP3A, CYP2C9,
CYP2D6 and CYP1AZ2, a potential natural product-drug interaction for only CYP1A2
isoenzyme by PPT was observed. PPT showed to be a competitive and dose-
dependent inhibitor of CYP1A2, showing a Kivalue of 1.5 umol L. The ratio [I/Ki of
9.1 predicts an important in vivo interaction. Furthermore, a time-dependent inhibition
of CYP1A2 with a K of 8 pmol L' and a kinact of 0.014 min-t by PPT was demonstrated.
The dose-, time- and NADPH-dependent inhibition confirms an inhibition based on
mechanism through an irreversible bond. Based on results obtained from the mass
spectrometry analysis and from the nuclear magnetic resonance analysis, four
metabolites were identified and characterized. The metabolites characterized were:



M1 (product of a demethylation in the 3,4,5-trimethoxyphenyl portion, M2 (derived from
an epoxidation between C3 and C4 on the lactone ring), M3 (product of a simple
oxidation on C5 of lactone ring), and finally M4 (derived from a dihydrodiol reaction
between C3 and C4). The metabolite M4 is produced later (after 40 min of reaction)
and probably is a secondary metabolite produced from M2 through a dihydrodiol
reaction. The phenotyping study demonstrated that the main isoforms involved in PPT
metabolism are CYP1A2 (production of M1) and CYP3A4 (production of M2 and M3).
The recombinant isoforms study demonstrated that several isoforms (CYP2C19,
CYP2C8, CYP2D6, CYP2B6 and CYP2E1) catalyze the production of M4. In summary,
a wide view about the metabolism of the promising drug candidate PPT by CYP450
enzymes was accomplished. These results, certainly, will be a useful guide for further
clinical studies of PPT.

Keywords: Piperlongumine, Natural product, CYP450, Human liver microsomes,
natural product-drug interaction.



Figura 1-
Figura 2-

Figura 3-
Figura 4-
Figura 5-
Figura 6-
Figura 7-
Figura 8-
Figura 9-
Figura 10-
Figura 11-
Figura 12-
Figura 13-

Figura 14-
Figura 15-

Figura 16-
Figura 17-

Figura 18-
Figura 19-

Figura 20-
Figura 21-

Figura 22-

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica da morfina e do acido acetilsalicilico.................
Estrutura quimica de compostos derivados de plantas e que séo
utilizados no tratamento de CANCEr..........ccceeevveiiiiiiciiiiiiiiieeee e,
Estrutura quimica da piplartina (PPT) ou piperlongumine..............
Etapas do desenvolvimento de um novo medicamento.................
As trés fases do metabolismo/transporte de farmacos...................
A) Abundancia relativa das enzimas do CYP450 hepaticas em
humanos, B) Contribuicéo relativa de cada isoforma do CYP450
NO metabolisSmo de fArmacos. ...........ooociiiiiiiiiiiiee e
Contribuicdo das enzimas do CYP450 na catalise de produtos
T2 100 =TT PP PP PPPPPPPP
Estrutura do bosetan e seus dois possiveis fragmentos com m/z

a) Cinética de saturacdo sigmoidal. b) Grafico de Eadie-Hofstee
para o comportamento sigmoidal..........cccccceeeeeeeeiiiieiiics
a) Cinética bifasica. b) Grafico de Eadie-Hofstee para o
comportamento DIf&SICO..........ccoeiiiiiiiiiieii e
a) Cinética de inibicdo pelo substrato. b) Gréfico de Eadie-
Hofstee para a cinética de inibicdo pelo substrato..........................
Inibicdo reversivel. a) Competitiva; b) N&o-competitiva; c)
Incompetitiva; d) MiSta........ccevviiiiiiiiii e
Representacao grafica dos tipos de inibicdo reversivel.................
Modos de inibicdo tempo-dependente sobre a CYP450...............
Deslocamento no espectro absorcdo da troleandomicina devido
a ligacao quasi-irreversivel formada entre o metabalito nitroso da
troleandomicina e o Fe(ll) presente no grupamento heme do
CYPAS0.... e
Representacdo esquematica das etapas envolvidas em uma
INIDICAOD IMTEVEISIVEL....cvveeeeeei e
Recomendacbes do FDA empregando a correlagdo IVIV dos
dados de inibiCAO reversivel. ...
Estrutura quimica da carbamazepina..............ccceeeeeeiiiiiiiiiieeieiiinn,
Cromatograma representativo do branco microssomal sem a
adicdo de PPT e padrao interno (A). Meio microssomal fortificado
com o padréao interno (IS) 500 ug mL* e a PPT (1) 180 pug mL+?

Injecdo de uma amostra “branco” apods injegdo do analito na
concentracdo equivalente ao limite superior de quantificacéo.......
Efeito da variacdo da quantidade de proteinas no consumo do
10 015 1 = o
Efeito da variagdo do tempo de incubagcdo no consumo do
SUDSTIALO.....eeeieeiiiiiet e

11

11

18

20

22

22

27

28
29

31

32

36
45

51

54

55



Figura 23-
Figura 24-

Figura 25-

Figura 26-
Figura 27-

Figura 28-

Figura 29-

Figura 30-

Figura 31-

Figura 32-

Figura 33-

Figura 34-

Figura 35-

Figura 36-
Figura 37-

Figura 38-

Sigmoide obtida para o estudo de metabolismo in vitro da PPT.....
Grafico de Eadie-Hofstee apés o metabolismo da PPT pelas
enzimas dO CYPA50.......couuiiiiiiiiii et
Substratos e marcadores da reacédo especifica de cada isoforma
do CYPA50 avaliada...........uuiieiiiiiieeeeeeeceeeeeeeeeeeeiee s
Inibidores seletivos de cada isoforma do CYP450 avaliada..........
Avaliacdo da inibicdo sobre a CYP1A2. Determinacao do ICso A)
do inibidor seletivo a-naftoflavona e B) da PPT.........ccvvviiiiiinnnnn,
Cromatogramas obtidos apoOs extracdo liquido-liquido dos
analitos em HLM. Pico 1, acetaminofeno e pico 2, cafeina em A)
272 nm e B) 245 nm; branco de meio microssomal em C) 272 nm
€ D) 245 NML.eiiii e
A) Gréfico de Lineweaver-Burk obtido do estudo cinético da O-
deetilacdo da fenacetina frente a CYP1A2. B) Grafico Secundario
obtido através dos coeficientes angulares do grafico de
Linewever-Burk versus concentracao de PPT
(11T [} TP
A) Gréfico de decaimento Log-linear da atividade da CYP1A2
versus tempo de pré-incubacdo com a PPT. B) Gréfico
Secundario obtido a partir dos coeficientes angulares do grafico
de decaimento log-linear da atividade da CYP1A2 versus
concentracao de PP T ...
Estudo da influéncia do NADPH e do tempo de pré-incubacao
sobre a taxa de inibicdo da CYP1AZ2 pela PPT monitorando-se a
guantidade de acetaminofeno produzido............ccceeeevvviiiiiiiieeninnn,
Espectro de UV-VIS monitorado durante a reacdo de
metabolismo da PPT monitorada em uma faixa de tempo de 1 a

Destaque na regido de 390 a 510 nm no espectro de UV-VIS
monitorado durante a reacao de metabolismo da PPT, regido em
gue ocorre o deslocamento no espectro para moléculas que se
ligam quasi-irreversivelmente & CYP450.........ccccooviviieeeeieiiiinenn.
Espectro de UV-VIS obtido para um controle (vermelho), sem
adicado de NADPH e para uma amostra (preto) que sofreu
MELADONISMO....ceiiiiiiiieiie e
Grupamentos quimicos geralmente relacionados com a inibicao
quasi-irreversivel do CYP450 estdo destacados em vermelho. A)
metilenodioxifenil, B) hidrazina e C) alquil amina...........................
Avaliacéo da inibicdo sobre a CYP3A. Determinacao do ICso A)
do inibidor seletivo cetoconazol e B) da PPT..........c.ccciieiiiiieeneennn.
Avaliacao da inibicdo sobre a CYP2C9. Determinacéo do ICso. A)
do inibidor seletivo sulfafenazol e B) da PPT.........covvvviiiiiiiiniinnnnn,
Avaliacéo da inibicdo sobre a CYP2D6. Determinacéo do ICso. A)
do inibidor seletivo quinidinae B) da PPT......c.ccoooiveviiiiiiiiiieeeeiin,

58

71
71

79

80

83

86

87

87

88

88

89

92

93

Vi



Figura 39-

Figura 40-

Figura 41-
Figura 42-
Figura 43-
Figura 44-

Figura 45-

Figura 46-

Figura 47-

Figura 48-

Figura 49-

Figura 50-

Figura 51-

Figura 52-

Figura 53-

Figura 54-
Figura 55-

A) (A) Cromatograma representativo do branco microssomal
sem a adicdo de piplartina, B) Cromatograma ampliado da
amostra de PPT que sofreu metaboliSmo............cccceevvvvvevivnnennnnnnn.
Espectros de absor¢édo no UV-Vis. Niamero 3) corresponde a PPT
e numeros 1), 2) e 4) aos provaveis metabdlitos. Intervalo de
absorgao: 190 @ 800 NM...ccevveiiiiiiiiieee e
Cromatograma obtido através da analise por CG-EM para analise
da piplartina e seus metabolitos...........ccccoeeviiiiiiie e
Estrutura da PPT e seu respectivo ion-produto, o qual € usado
para 0 diagnOStiCo, M/Z 221........cooicuuiiiiiiiieiee e
Espectro de massas da PPT, tr 40,26 min (PPT), obtido a partir
da fonte de ionizacdo de ionizacao por elétrons................ccccevuees
Proposta de fragmentacéo para os ions da PPT empregando o
impacto de elétrons, trR 40,26 MIN.........ceuuieeiiiiiiiiieiieeeee e,
Espectro de massas do composto O-desmetilado, tr 41,37 min
(M1) obtido a partir da fonte de ionizacdo de ionizacdo por
BlBTONS . .
Proposta de fragmentacdo para os ions do metabodlito O-
desmetilado da PPT (M1) empregando o impacto de elétrons, tr
g 1 011 o TP
Espectro de massas do composto epoxidado, tr 41,64 min (M2)
obtido a partir da fonte de ionizacdo de ionizacdo por
BlEIIONS . .. ——————————————————
Proposta de fragmentacé&o para os ions do metabdlito epoxidado
(M2) empregando o impacto de elétrons, tr 41,64
1011 PP PPRPPRRP
Espectro de massas do composto mono-hidroxilado, tr 42,57 min
(M3) obtido a partir da fonte de ionizagdo de ionizagcdo por
(2= 0] 1SRRI
Proposta de fragmentagdo para os ions do metabdlitomono-
hidroxilado (M3) empregando o impacto de elétrons, tr 42,57
01

Espectro de massas do composto di-hidroxilado seguido de
reducao, tr 43,41 min (M4) obtido a partir da fonte de ionizacao
de ionizaGcao por eletroNS..........ccouvvviiiiiiicie e

Proposta de fragmentacao para os ions do metabolitoque sofreu
reducdo e di-hidroxilacdo (M4) empregando o impacto de
ElEtroNS, tR 43,41 MIN....u.iiiieiieei e e e e e e ee e
Estruturas quimicas propostas a partir da analise por CG-EM dos
metabolitos da PPT apos metabolismo por HLM..............cccceeeennn.
Mapa de potencial eletrostatico molecular da piplartina.................
Cromatograma de CL obtido a 325 nm, correspondendo a analise
da PPT apos reagdo com HLM. CL-EM-IT operando no modo
POSIIVO € NEJALIVO......ccuvviiii i

vii

104

105

106

107

108

108

109

110

111

112

113

113

114

115

117
118



Figura 56-
Figura 57-
Figura 58-
Figura 59-
Figura 60-
Figura 61-
Figura 62-
Figura 63-
Figura 64-

Figura 65-

Figura 66-
Figura 67-
Figura 68-
Figura 69-
Figura 70-
Figura 71-
Figura 72-
Figura 73-
Figura 74-
Figura 75-
Figura 76-

Figura 77-

Espectro de massas no modo positivo da PPT, através da analise
POIr CL-EM-IT ..o e
Espectro de massas no modo negativo da PPT, através da
analise Por CL-EM-IT ..o
Via de fragmentacédo da PPT protonada, através do emprego do
CL-EM-IT e e
Espectro de massas no modo positivo de M1, através da analise
POI CL-EM-IT ... e
Espectro de massas no modo negativo de M1, através da analise
POI CL-EM-IT . e
Mecanismo de fragmentacdo para o metabdlito M1 protonado,
através do emprego do CL-EM-IT.........cooviiiiiiiiiiiii e,
Mecanismo de fragmentacdo para o0 metabdlito M1
desprotonado, através do emprego do CL-EM-IT.............cceveeenns
Espectro de massas no modo positivo de M2, através da analise
POIr CL-EM-IT .. e
Mecanismo de fragmentacdo para o metabdlito M2 protonado,
através do emprego do CL-EM-IT.......cccccooiiiiiiiiiie e,

Mecanismo hipotético de detoxificacdo de M2 a partir da
CONJUJACAOD COM GSH......oiiiiiiiiiiicri e
Espectro de massas no modo positivo de M3, através da anélise

POIr CL-EM-IT .. e e e
Espectro de massas no modo negativo de M3, através da analise
POIr CL-EM-IT ... e

Mecanismo de fragmentacdo para o metabdlito M3 protonado,
através do emprego do CL-EM-IT.......cccceiiiiiiiiie i
Mecanismo de fragmentacdo para o0 metabdlito M3
desprotonado, através do emprego do CL-EM-IT................ooeoe
Espectro de massas no modo positivo de M4, através da analise
POI CL-EM-IT .. e
Espectro de massas no modo negativo de M4, através da analise
POIr CL-EM-IT .. e
Mecanismo de fragmentacdo para o metabdlito M4 protonado,
através do emprego do CL-EM-IT.......cccceeiiiiiiiiiee e
Mecanismo de fragmentacdo para o0 metabdlito M4
desprotonado, através do emprego do CL-EM-IT.........................
Cromatograma de EM obtido a partir do TIC no modo positivo,
correspondendo a andlise da PPT ap6s o metabolismo com

Estrutura quimica da PPT, M1, M2, M3 e M4........cccccccvvrrirrvennnnnnn.
Formacgdo relativa dos metabdlitos da PPT com o tempo de
INCUDAGEO0 (TIME COUISE)....ceieiiiiiiiiiiia e e e e e e e e e ee e eeeeaesaeeannaes
Formacdo do metabolito secundario M4 a partir da hidrolise de
VL. e aaa e e e e e e ——————— :

viii

121

121

122

123

123

124

124

125

125

127

128

128

129

129

130

130

131

131

132

137

144

145



Figura 78-

Figura 79-

Figura 80-

Figura 81-

Estudo de Fenotipagem sob tempo de incubacao de 10 min. A)
Inibicho do metabolismo da PPT por inibidores seletivos.
Inibidores quimicos respectivos (CYP inibida): sulfafenazol
(CYP2C9), cetoconazol (CYP3A4), a-naftoflavona (CYP1A2),
quinidina (CYP2D6). B) Formacdo dos metabdlitos da PPT
através da reacdo com as isoformas humanas recombinantes do
CYPAS0. ...ttt
Estudo de Fenotipagem sob tempo de incubacao de 50 min. A)
Inibicdo do metabolismo da PPT por inibidores seletivos.
Inibidores quimicos respectivos (CYP inibida): sulfafenazol
(CYP2C9), cetoconazol (CYP3A4), ticlopidina (CYP2C19), a-
naftoflavona (CYP1A2), quinidina (CYP2D6), dietilcarbamato
(CYP2E1), orfenadrina (CYP2B6), pilocarpina (CYP2A6),
montelukast (CYP2C8). B) Formag&do dos metabolitos da PPT
através da reacdo com as isoformas humanas recombinantes do
CYPAS0. ..ttt e e e e e
Formacédo de M2 e M4 apos incubacdo da PPT com HLM na
presenca (+) e auséncia (-) de acido valproico (AV) (inibidor da
epPOXidO NIArolaSE).......ccoei i
Enzimas da familia CYP450 hepaticas envolvidas no
MetaboliSMO da PPT ...t

146

147

151



Tabela 1-

Tabela 2-
Tabela 3-

Tabela 4-
Tabela 5-
Tabela 6-
Tabela 7-
Tabela 8-
Tabela 9-
Tabela 10-
Tabela 11-
Tabela 12-
Tabela 13-
Tabela 14-
Tabela 15-
Tabela 16-

Tabela 17-

Tabela 18-

Tabela 19-

Tabela 20-

Tabela 21-

LISTA DE TABELAS

Principais rotas de eliminacdo dos farmacos através do
MEtabOlISMO.... .
Diferenca de massa comuns em reacdes de Fase I...................
Dados da linearidade do método desenvolvido para
quantificacdo da PPT em HLM..........oooiiiiiiiiiiieceeee e
Limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo intra- e
interensaio para analise da PPT em meio microssomal.............
Efeito de matriz para analise da PPT em meio microssomal.....
Estabilidade de bancada, de incubacéo e de autoinjetor..........
Parametros farmacocinéticos preditoS..........ccceeveeeeevevvvvvnnnnnnnnns
Condicdes de preparo de amostras empregando-se a extracao
HQUIdO-IQUIdO. ..
Condi¢cdes cromatograficas para o estudo de cada isoforma do
CYPAS0. ...ttt
Isoformas do CYP450 de humanos e seus respectivos
substratos padrdes, marcadores de reacdo e inibidores
SEIETIVOS. ... e
Condi¢cdes empregadas na determinacgéo do ICs.....................
Linearidade do método desenvolvido para analise do
acetaminofeno @M HLM.........oooiiiiiiiiiiieicee e
Precisdo e exatiddo para analise do acetaminofeno em HLM....
Inibicdo da CYP1A2 pela PPT......cooiiiiiieieeeeeeiiiiies
Substratos da CYP1A2 que participam de interacOes
medicamentosas clinicamente relevantes..............cccccoeeeinenee.
Porcentagem relativa da PPT e seus metabolitos durante a
reacao de metabolismo microssomal...............euuvveiiiiininneneenn.
Principais fragmentos obtidos com CG-EM para a PPT e seus
respectivos metabolitos............coovvvviiiviiieeeee
Resumo dos fragmentos obtidos no modo positivo e negativo
para a PPT e seus produtos de metabolismo empregando-se
CL-EM-IT e er e e e e e e e e
Dados da massa exata da PPT e seus metabdlitos
empregando-se CL-EM-TOF...........cccorvmiiiiiiiiccees e
Deslocamento quimico dos prétons das substancias PPT, M1,
M2, M3 € M.t
Deslocamentos quimicos de 3C daPPT eM3........cccoeeeeuveennnee,

52

52
53
53
61

68

69

70

74

81

81
90



ANVISA
Cmax
CG-EM

CL

CLint

CLn

CLAE
CLAE-DAD

CL-EFS-RMN

CQA
CQB
CQM
CYP450
Da

DPR

E

EMA

ER

ESI

EUA
FDA
fumic
fUpIasma
H

HLM

IBM

[1]
ICso0

IT

VIV
KH2PO4
Ki

Xi

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

Concentracdo maxima alcancada

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Clearance total in vivo

Clearance intrinseco

Clearance hepético

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de
arranjo de diodos

Cromatografia liquida acoplada ao sistema de concentracéo de
amostras através da extracdo em fase solida e analise por
ressonancia magnética nuclear

Controle de qualidade alto

Controle de qualide baixo

Controle de qualidade médio

Citocromo P450

Unidade de medida em Daltons

Desvio padrao relativo

Taxa de extracao hepética

do inglés, European Medicine Agency
Erro relativo

Eletrospray

Estados Unidos da América

do inglés, Food and Drug Administration
Fracéo livre do composto no meio microssomal
Fracéao livre do composto no plasma
Coeficiente de Hill

do inglés, Human Liver Microsomes, microssomas hepéticos
humanos

Inibicdo baseada no mecanismo

Concentragéo do inibidor

Concentragédo do composto teste que inibe 50% da atividade
enziméatica

do inglés, ion trap

In vitro-in vivo

Fosfato de potassio monobasico

Constante de inibicdo necessaria para alcancar metade da
velocidade maxima de inativacédo para a inibicao reversivel



Xii

Ki Constante de inibicdo necessaria para alcancar metade da
velocidade maxima de inativacéo para a inibicéo irreversivel

Kinact Velocidade maxima de inativagdo para a inibigdo irreversivel

Km Constante de Michaelis-Menten

LIQ Limite inferior de quantificacao

MALDI Matriz assistida por dessorgao/ionizagao

MIC do inglés, Metabolite Intermediate Complex, complexo
metabalico intermediario

MR Metabdlito reativo

MS? Espectrometria de massas em dois estagios

MS3 Espectrometria de massas em trés estagios

m/z Razao massa carga

NADP+ Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma oxidada

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma reduzida

PhRMA do inglés, Pharmaceutical Research and Manufacturers of
America

Pl Padréo Interno

PN Produto natural

PPT Piplartina

Q Fluxo sanguineo hepatico

Q-LIT do inglés, Quadrupole Linear lon Trap

Q-TOF do inglés, Quadrupole-Time of Flight

REL Reticulo Endoplasmatico Liso

rhCYP Isoformas humanas recombinantes do CYP450

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

Sso Concentragdo necessaria para atingir metade da velocidade
enzimpatica maxima, usada para cinéticas sigmoidais

t12 Tempo de meia-vida

UGT UDP-glucuronosiltransferase

uv Ultravioleta

UV-VIS Ultravioleta-Visivel

Vb Volume de distribuicéo

Vmax Velocidade maxima da reacéo

Vo Velocidade inicial



SUMARIO

Resumo

Abstract

Lista de figuras

Lista de tabelas

Lista de abreviaturas e siglas

CAPITULO 1

ReVISA0 BibliografiCa.....uuuiiiiiiiiieiiie e
1.1 Produtos Naturais: Fonte de novos farmacosS.........cccccvvvvvviiveerieennnn.
1.1.1 Piplartina (PPT) ou Piperlongumine: um agente antitumoral
0100 0] 70
1.2 Estudos de metabolismo in vitro: Etapa essencial durante o
desenvolvimento de um NOVO fArMacoO.........cccccooeeivciiiiiiiieee e
1.3 Metabolismo de farmacos pelo organismo humano..................c.......
1.3.1 CYP450: pluralidade na acéo catalitica.............cccceeeevvevviiiin e,
1.3.2 CYP3A4 na catélise de produtos Naturais.............cccuveeeeeeniiiiieeeeeennnne.
1.4 Modelos empregados no metaboliSmo in VItro.........cccccceviiiiiinnnnnee.
1.4.1 Novas metodologias de metaboliSmo in VItro..........cccoeeevviiiviiiinieeeinnn,
1.5 Identificacdo e caracterizagdo dos metabdlitos obtidos a partir das
reacoes de metaboliSMO.........ooevviiiiiiiii e
1.5.1 Ferramentas na elucidacéo estrutural de metabdlitos: Espectrometria
de Massas e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).........ccccccvvveeeeeeeenennnn
1.6 Cinética enzimatica in vitro aplicada a enzimas que metabolizam
7= 10 0 = (oo 1 T PP PPPRPPPRR
1.7 Reacdo de Fenotipagem Enzimatica: Identificando as enzimas
responsaveis pelo
MEtADOIISIMO ...
1.8 Estudos de inibicdo enzimética in vitro: Predicdo de interacfes
MEediCAMENTOSAS 1N VIVO ....uuiiiiiiiiiiiiieeeeee e ees ettt eeaae e e e e seenneees
1.8.1 INIDICAO REVEISIVEL......coiiiiiiiiiiieie et
1.8.2 Inibicdo Baseada no Mecanismo (Mechanism-Based Inhibition)

1.8.2.1 INibiCA0 qQUASI-IITEVEISIVEL......ccceeeeeieieeeeeee e
1.8.2.1.1 Complexo Metabdlico Intermediario (Metabolite Intermediate
(7o) 29T o111 I (171 [ T
1.8.2.2 LIQaGa0 ITeVEISIVEL.....cooiiiiiieiiie et
1.8.2.2.1 Modificagcdo covalente da apoproteina............cccccvvveeeieieeeeeeneennnnnns
1.8.2.2.2 Destruicao do grupamento heme...........cccooevevveiiveeeeveviceee e,
1.8.2.3 Cinética da Inibicdo Baseada no MecanisSmo ............ccccceeeeveeiieeneennn.
1.9 Aplicacdes dos estudos in vitro: Predicdo do comportamento in

6
8
10
11
12
14

15

17

19

24
26

29
30

30
31
31
31
32

33
34

Xiii



1.9.2 Extrapolacéo IVIV dos estudos de inibiGao............couevveviiviiiniiiiiiinennnn. 36
OBJETIVO GERAL DO TRABALHO ...t 39

CAPITULO 2

Perfil cinético das enzimas do CYP450 frente a piplartina..................... 41
2.1 OBIETIVOS . ..ot e et e e e e e s 41
2.1.1 ODJEtIVO GEIaAL.......ccceieieeeeeeeeee e s e e e e e e e e e ee e 41
2.1.2 ODbjetivos ESPECITICOS. .. .uiiiiiiiiiiiiie et 41
2.2 MATERIAIS E METODOS......coiiiiiiiiietine et esesenas 41
P R |V - =T = 1 3PP PPUPRUPPTPP 41
2.2.2.1 SoIveNteS € REAJENLES. .......coevveviiiiiiiieie e e e e e e e e e e e ee e ae e eeeeeaees 41
2.2.1.2 Obtencéo do produto natural PPT..........cceeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiieies 42
2.2.1.3 EQUIpamentos €M geral........ccccceiieiiiieeeeie e e 42
2.2.1.4 Analises cromatograficas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).........c..ccuvvvevveenennnnns 43
2.2.1.5 Preparo das solucdes de PPT e do padréo interno................cccoe.e. 43
2.2.1.6 Microssomas hepatico de humanos (HLM).........ccccoevviiiiiiniieeeeenennnn. 43
2.2.1.7 Programas utilizados no processamento de dados..........cccccceeeeennnn. 44
Y/ 1= (o To [0 3 PPSPRRRSR 44
2.2.2.1 Procedimento de incubacé&o para o estudo de metabolismo in vitro 44
2.2.2.2 Validacao do Método ANalitiCO............ccceeeveiiiiiiiiee e 45
2.2.2.3 Procedimento para determinacéo da cinética enzimatica................. 48
2.2.2.4 Determinagdo da fracdo ndo ligada da PPT as proteinas

MICroSSOMAIS € PIASMALICAS. .........ueiiieiiiiiiiie e 49
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......oiieie oo, 50
2.3.1 Andlise Cromatografica da PPT..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiin e 50
2.3.2 Validacdo do método analitico para quantificagdo da PPT no meio

0o g 1S Y0 o 4= | 51
2.3.3 Determinacéo dos parametros cinéticos enzimaticos.............cccvvvveeee.. 54
2.3.4 Fracado ndo ligada as proteinas plasméaticas e microssomais.............. 59
2.3.5 Predicdo dos parametros farmacocinéticos da PPT in vivo................. 59
2.4 CONCLUSOES. ...ttt 63

CAPITULO 3

Estudo de inibicdo das enzimas do CYP450 pela piplartina.................. 66
S LOBUIETIVOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e 66
3.1.1 ODJEtIVO GEral.....cco et 66
3.1.2 ODbjetivos ESPECITICOS. ....uuiiiiiiiiiiiie et e 66
3.2 MATERIAIS E METODOS. ... .ottt 66
I I V= 1T = TP UPP TR 66
3.2.1.1 Sistema CromatografiCO...........uuuiiiiiiiiiiiee e 66
3.2.1.2 Inibidores, substratos e marcadores do CYP450........ccccccceeeveeeenennn. 66
3.2.1.3 Solugdes-estoque e solugdes-trabalno................evveiiiiiiiiiiiiiinnn, 67

3.2.1.4 Programas utilizados no processamento de dados..............ccccuvunnen.. 67

Xiv



G Y/ 1= (o To [0 1T PPRPPRPRRTR
3.2.2.1 Preparo das amostras e analise cromatografica dos analitos............
3.2.2.2 Isoformas do CYP450 estudadas............uueeeieiiiieeeininiiiiiiiiiiiieiieeen
3.2.2.3 Procedimento geral para determinag&o do IC50..............cccevvvvnennnnne
3.2.2.4 Validagdo do método analitico de quantificacdo do acetaminofeno
3.2.2.5 Determinagdo do mecanismo e da constante de inibicdo dose-
EPENAENTE (Ki)eeiriiiiiiiiiiieeee ettt ee et reeeeaeeeeaaenaas
3.2.2.6 Determinacdo da inibicdo baseada no mecanismo (IBM) e da
constante de inibicdo tempo-dependente (Ki)........ccccouviiiiiiiiiiiiinienees
3.2.2.7 Determinacéo da inibicdo NADPH-dependente.............c..cccccuvvnnnee.
3.2.2.8 Natureza da inibicdo baseada no mecanismo.............ccccevvvvnviienennnnn.
3.2.2.8.1 Complexo Metabdlico Intermediario (MIC)..........ccccccviveiiiiiiiieeeneenn.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAD........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
3.3.1 Estudos de inibigdo sobre a CYPLAZ.........coooiiiiiiiiiiiieeeeee e
3.3.1.1 Validagdo do meétodo para quantificagdo do acetaminofeno em

3.3.1.2 Determinacao do Kie do modo de inibicdo dose-dependente sobre
= O o 7 PPREERPRR

3.3.1.3 Determinacdo do K; e do kinact € do modo de inibicdo tempo-
dependente SODBre @ CYPLAZ. ... e

3.3.1.4 Determinacao da inibicdo NADPH-dependente..............cccceeeeveeeeennnn.
3.3.1.5 Pesquisa da formac@o do MIC...............oovvviriiiiiiiiiic e
3.3.1.6 Piplartina: potencial interacdo medicamentosa sobre a CYP1AZ2......
3.3.2 Estudos de inibigdo sobre a CYP3A.......cooiiiie e
3.3.3 Estudos de inibigdo sobre a CYP2CO.......ccoooiiiiiiiiiiiiiiie e
3.3.4 Estudos de inibicdo sobre a CYP2D6.........cccceeevieieeieiieiieieeeeeeiiinne
3.4 CONCLUSOES......ciiiiiiiieeeirieeee ettt

CAPITULO 4

Elucidacédo estrutural dos metabdlitos da piplartina gerados através da
reacdo com enzimas do CYPA50......cccoooiiieiiiiiiieiieeeeee e

4.1 OBJIETIVOS. ...ttt e e e e e e eaaneees
4.1.1 ODJELIVO TAL ...ttt
4.1.2 Objetivos ESPECITICOS......cccoeeiiiiiiiiieeeee e,
4.2 MATERIAIS E METODOS.......co ittt
O Y - (T = 1 T PP R URP TP
4.2.1.1 REAGENTES. ..ottt ettt e e e e e et ettt
4.2.1.2 Andlises Cromatogréficas através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD).............
4.2.1.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

4.2.1.4 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de MASSAS (CL-EM-IT) ..t e e

75

75

76
77
77
77
78
78

80

82

84
87
87
89
91
93
93
94

97
97
97
97
97
97
97

98

98

XV



4.2.1.5 Cromatografia Liquida acoplada a espectrémetro de massas de alta

reSOIUGAOD (CL-EM-TORF). ... e e e e e e e e e e ae e 99
4.2.1.6 Cromatografia Liquida acoplada a Extracdo em Fase Sdélida e
Ressonancia Magnética Nuclear (CL-EFS-RMN)..........ccccoviiiiiieiiiiiiineneenn. 99
4.2.1.6.1 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)...................... 100
v Y/ 1= (o To [ 1 TS PR TR 100
4.2.2.1 Procedimento de incubacédo para a determinagcdo estrutural dos
produtos da reacdo da PPT no meio microssomal.........cccceeeveeeeiieeeeeeeeeennennn, 100
4.2.2.2 Estratégia adotada na elucidacao estrutural.............cccccoeoviiiiiereennne 101
4.2.2.3 Modelo computacional empregado em combinagdo com os dados
ObtidOS COM O CL-EM-IT ..o 103
4.3RESULTADOS E DISCUSSAO......cociieeieeeeee e 103
4.3.1 ldentificacdo e caracterizacao estrutural da PPT e seus metabdlitos.... 103
3.3.1.1 Andlises por CLAE-DAD........ccuiiiiiiiee e e 103
4.3.1.2 ANAIISES POr CG-EM.....ouiiiiiiiiiiiiiiiii st 105
4.3.1.2.1 Andlise Estrutural da PPT........ciiiiiiiiiiieiieeieeee e 107
4.3.1.2.2 Andlise Estrutural do metabolito M1L............coevvviiieiiiiiiiiiiiiiiiieee, 109
4.3.1.2.3 Andlise Estrutural do metabolito M2............cevvvvvvveiieeeiiiiicciiee, 111
4.3.1.2.4 Andlise Estrutural do metabolito M3..........ccccevvvviieeiiieiiiiiccci e 112
4.3.1.2.5 Andlise Estrutural do metabolito M4............cevveviieiiiiiiiiiiiiiee 114
4.3.1.2.6 Resumo dos resultados obtidos com CG-EM..........cccccvvvvieviiennnnn. 115
4.3.1.3 AnAlises por CL-EM-IT......ccoiiiiiie et 117
4.3.1.3.1 Estudo computacional de reatividade da PPT...........ccccovivvvvviinnns 117
4.3.1.3.2 Estudo de fragmentacdo da PPT e seus metabdlitos empregando
CLEMIT e e e e aa e e e 118
4.3.1.3.2.1 Andlise estrutural da PPT........coooiiiiiiiiiiiiiiieicce e 120
4.3.1.3.2.2 Andlise estrutural do metabolito M1.............ccoooiiiiiiiiiiice s 122
4.3.1.3.2.3 Andlise estrutural do metabolito M2...........ccooevvveeeiiiiiiiiiciiiiie, 124
4.3.1.3.2.4 Andlise estrutural do metabolito M3...........coevvvieeiiiiiiiiiiciiiiie, 127
4.3.1.3.2.5 Andlise estrutural do metabolito M4...........coovvvevvieiiiiiiiiiiiiine, 129
4.3.1.4 Analises por CL-EM-TOF........ccouuiuiiiiiiiiiis e 130
4.3.1.5 Andlise da PPT por RMN......cooiiiiiiiieiiiiieeee e 133
4.3.1.5.1 Andlise da PPT e seus metabdlitos por CL-EFS-RMN................... 133
4.4 CONCLUSOES.......cootiieieieieieit ettt 137

CAPITULO 5
Determinacdo das isoformas do CYP450 responsaveis pelo

metabolismo da piplartina (fenotipagem enzimatica)..............cccccevvvvnnne 140
5.LOBIETIVOS. ...ttt e e e e 140
5.1.1 ODJEtiVO Geral.......ccoiiiiiiieeiee e 140
5.2 MATERIAIS E METODOS. ... .ottt 140

IV R Y - | (<] (1= VLT 140

XVi



5.2.1.1 REAGENIES. .. .cciiii it
5.2.1.2 Andlises CromatografiCas...........cccceeeeiiiiiiiieier e
5.2.1.3 Programa utilizado no processamento de dados...........cccccceeeveeneeennn.
I Y/ 1= (o To [0 13 PPEPRRSSR
5.2.2.1 Monitoramento da produgédo de metabdlitos com o tempo................
5.2.2.2 Estudo de Fenotipagem..........ccoiieiiiiiiiiiie e
5.2.2.2.1 Inibidores quimicos seletivos do CYP450.......ccccccevveevienieiiieiinennee,
5.2.2.2.2 Estudo com as isoformas recombinantes do CYP450....................
5.2.2.3 Inibidor seletivo da epoxido hidrolase...........cccccoovvviiieiiiiiiiiiee e,
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.........cooiiiieieieieieeeieieee s
5.3.1 Monitoramento da producdo dos metabdlitos com o tempo..................
5.3.2 EStudo de FEeNOtIPAGEM........cocviiieiieiieiiiiie e ee e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeeeenrnnanes
5.3.3 Emprego do inibidor seletivo da epoxido hidrolase............cccccceeeieeeennn..
5.4 CONCLUSOES. ..ottt

CONCLUSOES FINAIS. ..o ettt et
REFERENCIAS. ..ot e et e e e e e te e e e e e e eree e e arineas
APENDICES. ..o eeee oottt e e e e e et e e e e et e e e et e e e e et e e e e eteeeeneeas

Xvii



CAPITULO 1
bibGogrifica



CAPITULO 1

Revisao bibliografica

1.1 Produtos Naturais: Fonte de novos farmacos

Através da historia, verifica-se o importante papel da natureza, especialmente
das plantas, como uma fonte rica para o desenvolvimento de novos farmacos
(CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014). Os primeiros relatos do uso das plantas na
medicina data de 2600 a.C., em um documento que reuniu aproximadamente 1000
substancias derivadas de plantas na Mesopotamia (CRAGG; NEWMAN, 2013). Com
0 passar do tempo, as substancias isoladas de plantas inspiraram o desenvolvimento
da sintese destas moléculas ou derivados em larga escala. Assim, foram produzidos
0s primeiros produtos naturais (PNs) puros e disponiveis comercialmente, tais como
a morfina em 1826, por E. Merck e o primeiro farmaco semi-sintético baseado em PN,
a aspirina em 1899, por Bayer (Figura 1). Ressaltando-se a importancia desta fonte
de novos medicamentos, pode-se citar que entre os 1135 novos farmacos aprovados
pelo FDA no periodo de 1981 a 2010, 50% apresentaram relagdo estrutural com algum
PN (NEWMAN; CRAGG, 2012).
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Figura 1- Estrutura quimica da morfina e do acido acetilsalicilico.

Atualmente, os PNs continuam inspirando a producéo de novos medicamentos
e 0 estudo destas substancias tem sido focado sobre a descoberta de novos
antibioticos e farmacos destinados ao tratamento do cancer. A Figura 2 demonstra a

estrutura quimica de diversos compostos usados atualmente no tratamento de cancer



e que foram baseados em compostos encontrados em plantas. A alta poténcia e a
seletiva bioatividade adquirida pelas plantas durante seu processo evolucionario sao
aproveitadas pelo homem para tratamentos terapéuticos que necessitam destes
mesmos requisitos para alcancar os efeitos desejados em um medicamento
clinicamente relevante (CRAGG et al., 2014). Além disso, a outra razao de interesse

nestas substancias € a diversidade estrutural que as compde (CRAGG et al., 2014).

Figura 2- Estrutura quimica de compostos derivados de plantas e que séo utilizados no tratamento de
cancer. 1) Vimblastina; 2) Vincristina; 3) Etoposideo (R= CH3), Teniposideo (R= a-tiazol); 4) Paclitaxel;
5) Taxotere (R= H), Cabzitaxel (R=CHz), 6) Camptotecina; 7) Irinotecano; 8) Belotecano. Baseado em
CRAGG; NEWMAN, 2013.

1.1.1 Piplartina (PPT) ou Piperlongumine: um agente antitumoral promissor

A piplartina (PPT), (E)-1-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)acriloil)-5,6-diidropiridin-2(1H)-
ona (Figura 3), € um alcaloide encontrado em muitas espécies do género Piper tais
como P. longum L., Piper tuberculatum J. (de Jacq.), Piper arborescens Roxb. e Piper
chaba Hunter (BEZERRA et al., 2013). Estruturas provindas destas plantas sdo

utilizadas em medicinas tradicionais de diferentes culturas, tais como pela medicina



Ayuveda na India e pela medicina folclérica latino-americana. Como exemplo,
podemos citar a Piper tuberculatum J. (de Jacq.), popularmente conhecida como
pimenta d’arda, que é utilizada no nordeste do Brasil como um sedativo e como um
antidoto para picadas de cobra (FELIPE et al., 2007). A estrutura trans da PPT foi
definida em 1984 por Boll et al. utilizando raios-X e andlises cristalograficas para tal
afirmacéo (BOLL et al., 1984). Os nomes piplartina e piperlongumine sdo atribuidos a
mesma estrutura, e, apesar do termo piplartina ter sido mais usado na literatura
antigamente, a empresa Sigma-Aldrich® adotou comercialmente o nome
piperlongumine, o que levou a um aumento na frequéncia do uso deste segundo termo
atualmente (BEZERRA et al., 2013).
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Figura 3- Estrutura quimica da piplartina (PPT) ou piperlongumine.

A PPT tem recebido um grande destague no campo cientifico devido aos seus
resultados bioldgicos promissores. Dimensionando a importancia desta substancia,
uma pesquisa no sitio eletrbnico da empresa de registro de patentes Thomson
Reuters IntegritySM mostra o registro de oito patentes a respeito de estudos bioldgicos
da PPT ou de estruturas derivadas dela em diversas doencas; na dor durante
processos cancerosos; em problemas cognitivos; em desordens cerebrovasculares e
cardiovasculares, e, finalmente, contra o cancer (INTEGRITY, 2015). Uma publicacéo
de destaque na renomada revista Nature apresentou a a¢ao citotdxica da PPT sobre
14 linhagens de células tumorais, sem demonstrar efeito sobre 6 linhagens de células
normais, indicando-se entdo, a potente atividade seletiva desta substancia sobre o
cancer (RAJ et al., 2011). A atividade antitumoral da PPT alcanca diversas células
tumorais, como revisado por Bezerra et al. (2013), incluindo tumores no célon, na
mama, no pulmao, no sistema nervoso central, no pancreas, na bexiga, nos rins, na

prostata, entre outros (BEZERRA et al.,, 2013). Este trabalho ainda sumariza 0s



diferentes mecanismos de acao mostrados pela PPT sobre cada tipo de tumor como,

por exemplo, apoptose e metastase.

Recentemente, alguns trabalhos avaliaram o potencial da PPT sobre diferentes
linhagens de células cancerosas de mama,; estes estudos demonstraram excelentes
resultados no tratamento desta doenca (BHARADWAJ et al., 2015, SHRIVASTAVA et
al., 2014, KIM et al., 2015). Inumeros fitoquimicos com atividade quimioterapica,
apresentam em sua estrutura uma carbonila a,B-insaturada responsavel por ativar o
Fator Nuclear Eritrocitario 2 (Nrf2). Esta molécula é capaz de ligar-se ao elemento de
resposta antioxidante que, por sua vez, ativa a codificacdo de genes que levam a
producdo de enzimas e proteinas citoprotetoras. A PPT possui este referido
grupamento quimico entre os carbonos C7 e C9 e também entre os carbonos C4 e
C5, indicando uma das possiveis razfes pela qual apresenta atividade antitumoral.
Baseado nesta informacéo, Lee et al. (2015) comprovaram a acdo da PPT sobre
células cancerosas de mama mediada pela ativacdo do Nrf2. Além disso, o trabalho
indica que a enzima heme-oxigenase 1, também ativada pela PPT, possui funcdes
antitumorais em células cancerosas, mas citoprotetoras em células normais
demonstrando, mais uma vez, a seletiva atividade da PPT (KIM et al.,, 2015).
Bharadwaj et al. (2015) descobriram que uma das possiveis vias de acdo da PPT
sobre este tipo de cancer ocorre atraves da inibicdo do Transdutor de Sinal e Ativador
da Transcrigdo 3 (STAT 3), uma proteina que esta relacionada com diversos aspectos
do cancer, tais como, crescimento celular, resisténcia a apoptose e metastase
(BHARADWAJ et al., 2015).

Similar ao efeito sobre tumores soélidos, a PPT também apresenta atividade
sobre outras células tumorais tais como no linfoma de Burnet, no qual um estudo
demonstrou o efeito citotoxico desta substancia ao inibir as principais proteinas
relacionadas a este tipo de cancer no sangue, tais como o fator nuclear kappa g e o
proto-oncogene MYC (HAN et al., 2013).

A PPT também apresenta atividade contra parasitas causadores de doencas
negligenciadas que afetam a populacéo brasileira (BODIWALA et al., 2007; MORAES
et al., 2013; MORAES et al., 2011). Empregando-se a dose de 15,8 uM a PPT reduziu
a atividade motora do esquistossomo (Schistosoma mansoni), causando a morte

dentro de 24 horas. Além disso, a PPT também apresentou diminuicdo na producao



de ovos deste parasita mesmo empregando concentragdes sub-letais (6,3 pM), ja
empregando-se concentracbes acima de 157,6 uM ela induziu mudancas
morfologicas no esquistossomo (MORAES et al. 2011). A PPT também apresenta
atividade leishmanicida, o ICso de 7,5 uM contra formas promastigotas de L. donovani
foram demonstrados por Bodiwala et al. (2007) (BODIWALA et al., 2007).

Com isso, verifica-se a necessidade de um estudo completo sobre o destino
metabdlico da PPT dentro do organismo humano, especialmente, é necessario
entender a atuacdo do citocromo P450 (CYP450) sobre o metabolismo deste
candidato a farmaco, uma vez que esta familia de enzimas é a principal envolvida na

biotransformacé&o de xenobioticos.

1.2 Estudos de metabolismo in vitro: Etapa essencial durante o

desenvolvimento de um novo farmaco

Durante as etapas de descoberta de um novo farmaco, destaca-se a etapa preé-
clinica, incluida nas fases iniciais de avaliacdo de compostos ativos (Figura 4), que
visa avaliar parametros de seguranca e de eficacia através de estudos de toxicidade
e de atividade in vitro e in vivo (EVERS et al., 2013). Dentro dos estudos pré-clinicos
inserem-se os estudos de metabolismo in vitro que possibilitam a pesquisa durante as
duas fases do metabolismo, a fase | de funcionalizacdo e a fase Il biosintética
(conjugacdo) (BUXTON, 2011). Através destes estudos € possivel determinar as
enzimas envolvidas no metabolismo do substrato em estudo (estudos de
fenotipagem); predizer possiveis interacdes medicamentosas, além da possibilidade
de estudos mais complexos como a variabilidade genética (estudo de genotipagem)
sobre o metabolismo do farmaco. Para avaliar o comportamento metabdlico dos
farmacos, varios modelos experimentais in vitro podem ser usados, tais como
microssomas hepaticos, hepatocitos, fragcdes S9 de figado e isoformas recombinantes
isoladas do CYP450 (ASHA; VIDYAVATHI, 2010).
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Figura 4- Etapas do desenvolvimento de um novo medicamento. FC: Farmacocinética e FD:
Farmacodinamica. Fonte: Figura baseada em TOZER; ROWLAND, 2006.

Os modelos celulares in vitro sdo delineados para confinar o estudo de
compostos isolados de uma determinada célula ou 6rgao, simplificando a metodologia
de estudo em um ambiente em que as condi¢des experimentais sdo bem controladas
(COSTA; SARMENTO; SEABRA, 2014). O estudo de metabolismo in vitro de uma
substancia permite a predicdo do clearance e da possivel toxicidade em humanos,
além de acessar o potencial deste candidato a farmaco em causar uma possivel
interagdo medicamentosa. Além disso, estes modelos permitem entender a rota
metabdlica, identificar a(s) enzima(s) envolvida(s) no metabolismo e os metabdlitos e
intermediarios formados durante a biotransformacao. Finalmente, os estudos in vitro
podem ser aplicados a diferentes espécies, permitindo uma correlagdo entre a
variabilidade interespécies, ajudando na escolha do melhor modelo animal a ser
utilizado em etapas posteriores do estudo (COSTA; SARMENTO; SEABRA, 2014).

As técnicas in vitro ganharam maior destaque ap6s o desenvolvimento de
célculos que permitem a correlacao in vitro-in vivo (IVIV), introduzida por Houston em
1994 (HOUSTON, 1994). A partir dos parametros cinéticos enzimaticos obtidos dos
estudos in vitro & possivel o célculo do clearance intrinseco e a predi¢cdo do clearance
in vivo (SEIBERT; TRACY, 2014). O clearance ou depuragéo intrinseca é uma medida
da relacdo dos parametros cinéticos enzimaticos para o processo de eliminagéo e,
desta forma, refletem a capacidade maxima da depuracdo. Esse parametro fornece

uma estimativa da capacidade intrinseca do organismo em eliminar o farmaco na



auséncia de limita¢cdes, como as impostas pelo fluxo sanguineo e ligagéo as proteinas
plasméaticas (SEIBERT; TRACY, 2014).

1.3 Metabolismo de farmacos pelo organismo humano

Um dos aspectos mais importantes da farmacologia é a farmacocinética, que
corresponde ao estudo do destino do farmaco desde a administracdo até a eliminacao
do organismo. Uma substancia ao ser administrada ao organismo sofre os seguintes
processos: absorcao, distribuicdo e eliminacdo. Esta dltima etapa € dividida em duas
fases, a biotransformacdo ou metabolismo e a excrecdo. O metabolismo visa
transformar os farmacos em metabdlitos mais hidrofilicos, etapa necessaria para a
eliminacao destes compostos do organismo e, consequente, término de sua atividade
biolégica. Nesta fase, enzimas especificas no metabolismo de substancias possuem
um papel fundamental na inativacdo de farmacos e xenobioticos. No entanto, em
alguns casos podem ser gerados metabdlitos com atividade biolégica ou com
propriedades toxicas. O figado é o principal 6rgéo relacionado ao metabolismo de
substancias, que contém inimeras enzimas presentes nos hepatocitos responsaveis
pela biotransformacdo de xenobidticos e substancias enddgenas, tais como 0s
esteroides (BUXTON, 2011).

Os estagios do metabolismo/transporte de farmacos sao denominados Fases |
de funcionalizagao, Il biosintética e Il de transporte através de membranas (Figura 5).
A Fase | é catalisada principalmente pelas enzimas da familia do CYP450,
responséaveis pelas rea¢cbes de oxidacdo, reducéo e hidrélise (COLLEMAN, 2005). A
Fase Il visa transformar compostos que permaneceram apolares em estruturas
altamente solGveis em agua. Esta etapa é realizada pela conjugacdo com compostos
endogenos polares tais como acucares (acido glicurénico), sais (sulfatos) ou
aminoécidos (glicina) (COLLEMAN, 2005). Finalmente, a Fase lll corresponde ao
sistema de transporte dos metabdlitos e farmacos realizados através das membranas
celulares (COLLEMAN, 2005). A Tabela 1 cita os principais mecanismos de
eliminacao dos farmacos através do metabolismo e as respectivas enzimas envolvidas
(ZIENTEK; YOUDIM, 2015).



Tabela 1- Principais rotas de eliminagdo dos farmacos através do metabolismo.

Mecanismo de Eliminagéo Possiveis enzimas envolvidas
Metabolismo oxidativo CYP450, AO, FMO, MAO, Peroxidases
Metabolismo de conjugacéo UGT, ST, GST, NAT, metil-transferases
Metabolismo hidrolitico CYP450, Esterases, amidases, ep6xido hidrolase
Metabolismo de reducéo CYP450, cetoredutase, Mo-CO

AO, Aldeido Oxidase; FMO, Flavina Monoxigenase; GST, Glutationa S-transferase, MAO,
Monoaminoxidase; Mo-CO, Cofator de molibdénio; NAT, N-acetil transferase; ST, sulfotransferase.
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Figura 5- As trés fases do metabolismo/transporte de farmacos. REL: Reticulo Endoplasmatico Liso,
CYP450: Citocromo P450, UGT: UDP-glucuronosiltransferase. R: Farmaco. Fonte: autoria prépria.

Agéncias regulatérias tais como o FDA (US Food and Drug Administration)
recomendam que se o clearance de um determinado farmaco for afetado por pelo
menos 25% ou mais em sua eliminag&o, um estudo aprofundado sobre esta via de
eliminacdo deve ser realizado para entender o impacto clinico; possiveis interacdes
medicamentosas, farmacogendmica, entre outros fatores relacionados. Assim, a
compreensado do destino metabdlico de um farmaco € essencial e obrigatorio para
garantir sua seguranca e eficacia (ZIENTEK; YOUDIM, 2015).
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1.3.1 CYP450: pluralidade na acéo catalitica

O CYP450 compde uma familia de enzimas que possuem em sua estrutura
uma parte central comum (centro ativo) e modos similares de atuacédo (COLLEMAN,
2005). Elas constituem a classe de enzimas mais estudadas com mais de 69.000
artigos publicados até o final de 2013 (RENAULT et al., 2014). Estas enzimas séo
encontradas em diversas espécies, desde bactérias até os seres humanos. Entre os
57 genes encontrados em humanos, apenas 5 estdo envolvidos no metabolismo de
farmacos sendo responsaveis por aproximadamente 75% das reacdes de
metabolismo (GUENGERICH, 2012). No corpo humano estas enzimas podem ser
encontradas em diversos 0rgaos, mas concentram-se especialmente nas células do
figado (hepatdcitos) atribuindo a este érgao o importante papel na biotransformacéo
de substancias enddgenas e exogenas (CLARKE; JONES, 2008). As enzimas do
CYP450 encontram-se em vesiculas hidrofébicas no interior do Reticulo
Endoplasmatico Liso (REL) dos hepatdcitos, no qual, o sitio ativo, também conhecido
como Ferro Protoporfirina IX, possui um atomo de Fe?* em seu interior. A estrutura da
Ferro Protoporfirina 1X é basicamente a mesma em todas as isoformas, enquanto que
0s aminoacidos que envolvem o sitio ativo comandam a flexibilidade e permitem a

variedade de reacOes catalisadas por esta familia de enzimas (COLLEMAN, 2005).

Existem trés principais familias de enzimas (CYP 1, 2 e 3) e 11 enzimas
individuais do CYP450 (isoformas do CYP450) que sdo expressas em figado de
humanos saudaveis (CYPs 1A2, 2A6, 2B6, 2C8/9/18/19, 2D6, 2E1 e 3A4/5
(COLLEMAN, 2005). A Figura 6 demonstra a abundancia e a participacao relativa de
cada isoforma do CYP450 no metabolismo de farmacos (GUENGERICH, 2012).
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Figura 6- A) Abundancia relativa das enzimas do CYP450 hepéaticas em humanos, B) Contribuicédo
relativa de cada isoforma do CYP450 no metabolismo de farmacos Fonte: CLARKE; JONES, 2008
(Capitulo 3, Figura 1). Reproduzido com permissdo de Informa Healthcare (nimero da licenca:
3939340544574).

1.3.2 CYP3A4 na catélise de produtos naturais

Assim como os farmacos sintéticos empregados na pratica clinica, os produtos
naturais também sdo metabolizados predominantemente pelas enzimas do CYP450,
sendo a CYP3A4 a principal responsavel pela catalise, seguida da familia CYP2C
(Figura 7) (MOREIRA et al., 2016a).

1A1({1.7%) -, 181 I[s.am}__ 2A1 (1.7%)

3A5 (10.3%) _om 1%

276 (6.9%)
2B6 (5.1%)

2C8 (3.4%)

1A2 (8.6%
(&.6%) 2C9 [15.5%}

2C19(3.4%)

2D6 (8.6%)

Figura 7- Contribui¢&o das enzimas do CYP450 na catélise de produtos naturais. Periodo investigado:
2010-2016. Fonte: MOREIRA et al., 2016a (Figura 1). Reproduzido com permisséo da Springer (niimero
da licenga: 3990820056107).

O consumo de compostos derivados de PNs tem aumentado sensivelmente
nos ultimos anos, apenas no ano de 2012 nos Estados Unidos foram gastos um valor

estimado a $5,6 bilhdes de dolares com fitoterapicos e derivados (LINDSTROM,;
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LYNCH; BLUMENTHAL, 2013). No entanto, a administragdo concomitante destas
substancias com medicamentos alopaticos pode levar as severas interacfes
(BRANTLEY et al., 2014). Com isso, no contexto da polifarméacia, a compreenséo da
via de eliminacdo dos PNs é importante no sentido de prever interacdes farmaco-

produto natural.

1.4 Modelos empregados no metabolismo in vitro

Para avaliar o comportamento metabdlico dos farmacos, varios modelos
experimentais in vitro podem ser usados (ASHA; VIDYAVATHI, 2010, WILK-
ZASADNA et al., 2015). O uso de cada um destes modelos depende da finalidade do
estudo, como por exemplo, o tipo de enzima a ser avaliada e também da

disponibilidade de cada modelo no laboratério de pesquisa.

Microssoma hepatico € o modelo in vitro mais empregado em estudos de
metabolismo. Consiste de uma fracdo subcelular do REL dos hepatdcitos e sao
obtidos por meio de homogeneizacdo do figado, seguido de centrifugacdes
diferenciais (FASINU; BOUIC; ROSENKRANZ, 2012). A fracdo microssomal contém
as enzimas do CYP450, que realizam reacbes de Fase | e as enzimas UGT,
responsaveis pela glicuronidacdo durante a Fase Il do metabolismo, além de uma
fracdo minoritaria de outras enzimas; com isso, as duas principais familias de enzimas
atuantes na biotransformacgéo de farmacos encontram-se contidas na mesma fracao
subcelular (SINZ, 2012).

Os estudos com microssomas séo aplicados na descoberta e desenvolvimento
de farmacos que incluem a identificacdo dos metabdlitos, comparacdo de
metabolismo por diferentes espécies, predicdo do clearance in vivo e reagfes de
fenotipagem e genotipagem. Entre as vantagens desta técnica estdo o baixo custo, a
simplicidade no uso, € um dos modelos in vitro melhor caracterizados em estudos de
metabolismo de farmacos, podem ser armazenados por longos periodos sem perder
a atividade enzimética, baixa variabilidade entre diferentes lotes, além de permitir a
obtencdo de um pool com mudltiplos doadores (ASHA; VIDYAVATHI, 2010, COE;
KOUDRIAKOVA, 2014). Recentemente, microssomas contendo enzimas com

polimorfismos genéticos tém sido empregados na avaliacdo da variabilidade
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interindividual no metabolismo de farmacos (OKUBO et al., 2013, XU et al., 2012).
Com o objetivo de facilitar a escrita, o termo “microssomas hepatico de humanos” sera

denominado como HLM (Human Liver Microsomes) no texto daqui em diante.

Os hepatdcitos possuem a vantagem de aproximar-se melhor da situacao in
Vivo, uma vez que contém todas as enzimas presentes no citosol e as enzimas
microssomais, além da estrutura celular e outras proteinas que podem contribuir na
ligacdo ndo especifica do substrato (LIPSCOMB; POET, 2008). Este é o principal
modelo empregado em estudos de indugdo enzimdtica, uma vez que, quando
comparado com o modelo que emprega fracdes hepéticas, aquele apresenta toda a
estrutura necesséaria para a producdo de novas enzimas, consequentemente
promovendo o0 aumento da atividade enzimatica da célula. Os hepatdcitos podem ser
utilizados como uma suspensao de células ou como uma cultura de células. O primeiro
tipo possui a desvantagem de perder a atividade em apenas algumas horas (2 a 3
horas), enquanto a cultura celular mantém a atividade durante varios dias devido ao
ambiente artificial criado na cultura com a matriz extracelular e o contato entre as
células (SILVA; NICOLL-GRIFFITH, 2014). Este modelo também permite o estudo de
interacbes medicamentosas em transportadores de membranas presentes nestas
células (SWIFT; PFEIFER; BROUWER, 2010).

As isoformas isoladas do CYP450 sdo enzimas recombinantes obtidas através
da expressao direta de seu DNA em uma variedade de células hospedeiras, tais como
células de bactérias, de insetos, de leveduras e de mamiferos, os quais sdo capazes
de expressar a isoforma desejada do CYP450 (SINZ, 2012). Esta é a principal
vantagem uma vez que as isoformas podem ser empregadas em estudos de
polimorfismos (estudos de genotipagem) como também na avaliacdo da interacéo
entre farmacos. Além disso, este modelo permite o conhecimento rapido da(s)
isoforma(s) responsavel(eis) pelo metabolismo do substrato avaliado (ASHA,
VIDYAVATHI, 2010, XU et al., 2012).

Em algumas situacdes, o resultado obtido com as enzimas recombinantes pode
nao mimetizar o que ocorre em outros modelos in vitro ou in vivo. Primeiramente,
porque 0 seu conteudo catalitico difere do real uma vez que a concentragédo de
NADPH-CYP redutase é muito maior neste modelo do que aquele presente em HLM.

Outra dificuldade na reproducao dos resultados ocorre quando o perfil metabdlico de
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um farmaco é obtido a partir da acdo de mdltiplas isoformas, assim o emprego de uma
Unica enzima nao refletird o clearance metabdlico real para tal substancia (OGILVIE
et al., 2014, SINZ, 2012).

1.4.1 Novas metodologias de metabolismo in vitro

A industria farmacéutica tém se deparado com o aumento nos custos durante
o desenvolvimento de novos farmacos, visando atender as exigéncias das agéncias
reguladoras quanto aos critérios de seguranca e eficacia. Neste contexto, a fase pré-
clinica é uma das etapas mais dispendiosas durante o desenvolvimento de um novo
farmaco, abrangendo 40 — 70% do custo total (USTA et al., 2015). Dentro dos estudos
pré-clinicos, os estudos in vitro tém aumentado significativamente, resultado da
preocupacdo com o uso de animais e questdes éticas, seguindo o principio dos 3Rs,
‘Reducédo, Refinamento e Recolocagcdo” (USTA et al. , 2015). Além disso, a
substituicdo por sistemas in vitro resultam em economia de tempo e dinheiro, além de
serem mais preditivos, em alguns casos como na predi¢cdo do clearance, em relacéo
ao modelo animal. Devido a este grande interesse tanto pela academia quanto pelas
indastrias, novas tecnologias tem sido desenvolvidas tentando suprir algumas

limitagbes dos modelos in vitro tradicionais.

O sistema de cultura sanduiche de hepatdcitos € o modelo 2D mais completo
e consiste no plagueamento de hepatécitos primarios de humanos entre duas
camadas de matriz extracelular. Este modelo permite estudar enzimas de fase I, Il e
transportadores, além da excrecao biliar e captacdo hepatica do farmaco (CHANG et
al., 2016; YANG et al., 2016).

Os microssistemas biomiméticos que reproduzem grande parte da
complexidade estrutural e funcional de um 6rgdo, denominados “organ-on-chip”,
também tém sido bastante explorados no contexto do metabolismo in vitro, em
diversos formatos e alguns ja estdo sendo comercializados (ESCH; BAHINSKI; HUH,
2015). A empresa Organovo® usa a técnica de bioimpresséo 3D para gerar tecidos
hepéaticos em pequenas escalas usando células primarias humanas em uma
plataforma denominada figado ex vivo 3D (CHANG et al., 2016). O microdispositivo

HUREL® é um sistema celular microfluidico cultivado a partir de tecido hepético e
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7

também de outros tecidos em paralelo. O biochip plastico é conectado a um
reservatorio contendo um fluido no qual uma bomba impulsiona em um sistema de
recirculacdo (CHANG et al., 2016).

Um outro modelo interessante criado recentemente é o Silensome®. Nesse
modelo os classicos microssomas hepaticos tem uma especifica isoforma do CYP450
guimicamente inativada, o qual pode ser aplicado especialmente em estudos de
fenotipagem e na determinacao da fracdo metabolizada pela enzima inativada através
da comparacdo com o HLM (PARMENTIER et al., 2016).

1.5 Identificacdo e caracterizacdo dos metabolitos obtidos a partir das reacdes

de metabolismo

No inicio do desenvolvimento as substancias-alvo do estudo geralmente nao
apresentam propriedades biofarmacéuticas desejaveis. Estas questbes podem
resultar em um clearance sistémico alto devido a baixa estabilidade metabdlica do
candidato a farmaco. A identificacdo precoce dos principais metabdlitos formados
permite a otimizacdo da estrutura quimica da substancia e, consequentemente, a
producdo de um composto metabolicamente mais estavel e com propriedades
desejaveis (LAM et al., 2014).

A deteccdo e identificacdo de metabdlitos produzidos através de reacdes de
Fase | é extremamente importante devido a possibilidade de metabdlitos toxicos
serem produzidos (metabdlitos reativos), podendo causar efeitos adversos severos
como a hepatotoxicidade. Além disso, alguns metabdlitos sdo mais ativos do que o
farmaco precursor, sendo interessante o estudo da atividade farmacol6gica de ambas
as substancias no processo de desenvolvimento. Em outros casos, a administracao
de um pré-farmaco com propriedades mais favoraveis € realizada; uma vez que o pré-
farmaco encontra-se dentro do organismo ele é rapidamente transformado no farmaco
ativo (NIESSEN, 2006). A biotransformacédo de Fase | leva a perdas de massa relativa
ao composto precursor (Tabela 2) e o conhecimento da razdo massa carga (m/z)
destes fragmentos facilita a predicdo do metabdlito formado. Por exemplo, a adicédo

de 16 unidades de massa a estrutura original indica que a substancia sofreu uma
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reacao de hidroxilagdo, a qual pode ter ocorrido por diferentes mecanismos tais como

a epoxidacao e a sulfoxidacao.

Tabela 2- Diferenca de massa comuns em reacfes de Fase |. Adaptado de NIESSEN, 2006.

Processo A¢ (Da) Grupam_ento _ Reacéo de )
envolvido Biotransformacéo
Hidroxilagao +16 Aromatico Ar-H — Ar-OH
Alifatico R-CH; - R-CHOH

N-Hidroxilagdo R-NH-CO-R — R-NOH-CO-R
Epoxidacéo RCH=CH-R — R-CHOCH-R

Sulfoxidacgéo R-S-R — R-SO-R
Dealquilacao -14 N-alquil R-NH-CH3; — R-NH;
O-alquil R-O-CHz — R-OH
S-alquil R-SCH3 — R-SH
oﬁi?;ré%o 30 Nitro R-NO, — R-NH;
Desidrogenacéo -2 Alcool R-CH;-OH — R-COH
+16 Aldeido R-COH — R-COOH
+14 Alcool R-CH,-OH — R-COOH

2 Variacdo de massa em Da em relagdo ao composto precursor

O metabolismo de Fase Il constitui a etapa real de eliminagédo do substrato no
gual uma estrutura polar é incorporada a substancia inicial, sendo que na maioria dos
casos 0s metabdlitos de Fase Il ndo sao biologicamente ativos. Além disso, a principal
reacao verificada € a glicuronidacdo com a introducéo do acido glicurénico a estrutura
precursora (NIESSEN, 2006).

Segundo o guia do FDA que diz respeito aos testes de seguranga relacionados
aos metabdlitos de farmacos (Safety Testing of Drug Metabolites Guidance for
Industry, FDA, 2016), estudos mais detalhados sobre aspectos de seguranca do
metabolito produzido no organismo humano devem ser realizados se este metabdlito
for produzido em uma concentracdo maior que 10% em relacdo a concentracao
plasmética do farmaco precursor observado no estado estacionario (FDA, 2016). Este
guia ainda ressalta a importancia da identificacdo precoce de diferencas no
metabolismo entre animais e humanos a fim de selecionar o melhor modelo animal
para estudos de seguranca dentro da fase pré-clinica de desenvolvimento (FDA,
2016).
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1.5.1 Ferramentas na elucidacdo estrutural de metabdlitos: Espectrometria de

Massas e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Dentre os analisadores de massas mais comumente usados durante o0s
diversos estagios de descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco, destacam-
se o quadrupolo (Q), o ion trap (IT) e o tempo de voo (TOF) e suas respectivas
variacdes e acoplamentos com outros analisadores. Cada um deles possui distinta
capacidade de resolucao entre massas, exatidao de massa, faixa de massas atendida,
velocidade e compatibilidade com as fontes de ionizacdo (CHACKO et al., 2012,
BHARDWAJ; HANLEY, 2014). O IT apresenta uma melhor performance em analises
no modo full scan e na espectrometria de massas com dois estagios (MS?), que séo
frequentemente necessarios em estudos de identificacdo de metabdlitos. Entretanto,
a principal limitacdo de operacdo do ion trap € a incapacidade de capturar ions
fragmentos com m/z menor do que um terco do m/z do ion precursor.
Consequentemente, diversos fragmentos com baixa razdo m/z no final do espectro
séo perdidos. Por esta razédo, para a obtencdo de uma elucidacéo estrutural mais
detalhada, o pseudo-MS? obtido no triplo quadrupolo muitas vezes é escolhido ao
invés do MS® em um ion trap (NIESSEN, 2006). O pseudo-MS? é alcancado através
da aplicacdo de uma voltagem que acarreta em uma fragmentacdo na fonte e a

subsequente dissociacao induzida por coliséo.

A necessidade do desenvolvimento de instrumentos mais eficientes levou ao
advento dos espectrometros de massas hibridos que fundem a vantagem de cada
analisador em um unico instrumento (CHACKO et al., 2012). Neste contexto, 0
espectrometro de massas hibrido contendo como analisador um quadrupolo linear
acoplado ao ion trap (Quadrupole Linear lon Trap, Q-LIT) é uma ferramenta poderosa
na identificacdo de metabdlitos. Este instrumento € composto de um triplo quadrupolo
em que o terceiro quadrupolo pode funcionar como um quadrupolo ou como um ion
trap linear (NIESSEN, 2006, CHACKO et al., 2012).

O TOF é um analisador que permite a aquisicéo de alta resolucdo de massas,
consequentemente, a composicdo quimica da molécula em analise pode ser
determinada. Tanto a forma simples quanto as formas hibridas que contém este
analisador sdo ferramentas importantes na elucidagéo estrutural de metabalitos. O
guadrupolo acoplado ao tempo de voo (Quadrupole-Time of Flight, Q-TOF) prové uma
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massa em alta resolucdo tanto nos modos MS quanto MS?. Um exemplo da utilidade
do TOF foi demonstrada na determinacao da estrutura exata do fragmento m/z 202
derivado do composto bosentan, no qual foi possivel apenas com a aquisicdo da
massa em alta resolucdo, como pode ser verificado na Figura 8 (NIESSEN, 2006).
Além disso, uma grande vantagem é a possibilidade de uma interface tanto com a
fonte de eletrospray (ESI) quanto com a matriz assistida por dessorcao/ionizacao
(sigla do inglés MALDI, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) (NIESSEN,
2006).

H'.'
Nt o;’—‘ —‘H+ H _|H+
0 H N
%N 0 B
OSSR ¢ o
N
N “OH |

O
A H
Bosentan /N
m/iz2552.1917 miz202.0617 miz 202.0729

0,0 H

Figura 8- Estrutura do bosetan e seus dois possiveis fragmentos com m/z 202. A medida do m/z indicou
que a estrutura correta corresponde a m/z 202,0729 com um erro de 0,4 u. Fonte: NIESSEN, 2006
(Figura 10.7). Reproduzido com permisséo de Taylor and Francis (nUmero da licenca: 3943160346661).

A espectrometria de massas, em geral, é a técnica preferida na elucidacao
estrutural de metabdlitos devido as vantagens tais como a capacidade de
acoplamento a cromatografia liquida, além da maior sensibilidade em relacdo ao
RMN, requerendo menores volumes/concentragdo das amostras. Esta Udltima
vantagem é especialmente importante durante o estudo de metabolismo de farmacos,
devido a baixa quantidade de metabdlitos formados durante os ensaios. Com isso, a
determinacdo das estruturas quimicas de metabdlitos por RMN geralmente
necessitam da realizacdo de experimentos em larga escala e posterior isolamento do
metabdlito em escala semi-preparativa ou preparativa para obtencdo de massa
suficiente para as andlises (TOLONEN; PELKONEN, 2015). Apesar das limitagées, 0
RMN constitui uma excelente técnica para identificacdo estrutural e ela é
imprescindivel na determinacao exata da estrutura quando a fragmentacéo obtida com

a espectrometria de massas falha nesta identificagdo.
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A cromatografia liquida acoplada ao sistema de concentracdo de amostras
através da extracdo em fase solida e analise por ressonancia magnética nuclear (CL-
EFS-RMN) elimina a etapa de isolamento prévio dos metabdlitos através da
cromatografia preparativa, uma vez que a concentragado da amostra pode ser obtida
por injecOes sucessivas da amostra no aparelho e posterior retencdo das bandas
cromatograficas de interesse no sistema de extracdo em fase sodlida e, finalmente, a

analise do composto de interesse € realizada no RMN (EXARCHOU et al., 2005).

1.6 Cinética enzimatica in vitro aplicada a enzimas que metabolizam farmacos

A determinacao da cinética in vitro do metabolismo de um candidato a farmaco
€ uma etapa critica durante o processo de desenvolvimento de um medicamento. Este
processo envolve, basicamente, o uso de um sistema enzimatico como, por exemplo,
HLM, hepatécitos e/ou enzimas recombinantes, e um sistema para quantificacéo do
decaimento do farmaco ou da producdo do metabdlito formado; consequentemente
obtém-se um perfil cinético (SUBRAMANIAN;TRACY, 2012).

O modelo tipico que descreve o comportamento de inUmeras enzimas é o
chamado modelo hiperbdlico ou michaeliano. Este sistema assume que as enzimas
sdo saturaveis e podem ser descritas matematicamente pelo modelo de Michaelis-

Menten (Equacéo 1).

_ Vimax-[S]

= Ko tI5] Equacéo 1

Neste modelo, durante baixas concentracdes de substrato [S] ocorre uma
relacdo de primeira ordem entre a velocidade e a concentracéo de substrato, enquanto
gue em altas concentracdes, a velocidade torna-se independente da concentracao e
alcanca um valor maximo. Este valor é denominado Vmax ou velocidade maxima, a
metade da concentracdo necessaria para alcancar a velocidade maxima é conhecida
como Km ou constante de Michaelis-Menten (SEIBERT; TRACY, 2014,
SUBRAMANIAN; TRACY, 2012).

No entanto, as enzimas do CYP450, principal familia de enzimas relacionadas
ao metabolismo de farmacos, possuem um sitio catalitico bem flexivel que permite

metabolizar substratos com estruturas quimicas variadas, através de diversos
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modelos cinéticos, além do modelo classico Michaeliano; denominados cinéticas
atipicas (SEIBERT; TRACY, 2014). Estas cinéticas sao resultado da catalise por uma
Unica enzima com multiplos sitios ativos e/ou produzidas por multiplas enzimas que
catalisam o mesmo substrato (SEIBERT; TRACY, 2014). As cinéticas nao-
michaelianas tem sido frequentemente observadas para a CYP3A4 e CYP2C9, além
destas as isoformas 2D6, 1A2 e 1A1 também podem demonstrar este comportamento
(SINZ, 2012).

Enzimas que possuem apenas um Uunico sitio ativo ou mdultiplos sitios
independentes geralmente apresentam a cinética descrita por Michaelis-Menten. No
entanto, se a ligacdo de um substrato ao sitio ativo altera a afinidade dos demais sitios,
a enzima possui um comportamento alostérico (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). A
cooperatividade homotropica positiva, também denominada autoativacdo, aumenta a
afinidade da enzima quando mudltiplas moléculas do mesmo substrato ligam-se a
enzima simultaneamente (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). Consequentemente, 0
perfil cinético observado € descrito por uma sigmoide, denominado cinética sigmoidal
(Figura 9a). O modelo mateméatico que descreve a cooperatividade homotropica € a
equacao de Hill (Equacgao 2).

a)

b) Vv

vis

Figura 9- a) Cinética de saturacdo sigmoidal. b) Gréafico de Eadie-Hofstee para o comportamento
sigmoidal. Fonte: SUBRAMANIAN; TRACY, 2012 (Figura 9.4). Reproduzido com permissdo de John
Willey and Sons (nimero da licenga: 3939340544574).
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Na equacdo, [S] corresponde a concentracdo do substrato, Sso € a
concentracdo do substrato na qual a enzima esta hemissaturada e sua velocidade é
a metade da velocidade maxima (Vmax); h ou n corresponde ao coeficiente de Hill e
indica o grau de cooperatividade (ou sigmoicidade) (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012).
Quando h é igual a 1 a Equacéo 2 simplifica-se e torna-se a equacgéo de Michaelis-
Menten (Equacdo 1). Quando o valor de h for maior que 1, tem-se uma
cooperatividade positiva. Outra representacdo grafica que permite visualizar
facilmente o comportamento sigmoidal é o grafico de Eadie-Hofstee, que é
representado como v versus V/[S], no qual obtém-se um perfil em forma de gancho

caracteristico (Figura 9b).

O perfil bifasico constitui outro perfil de cooperatividade homotrépica, no
entanto, neste caso, o perfil cinético ndo alcanca a saturagdo, exibindo duas fases
distintas (Figura 10). A primeira fase € observada em baixas concentracbes de
substratos e o perfil € mais caracteristico de uma cinética hiperbdlica. Em altas
concentracbes de substrato, a segunda fase € marcada por aumento linear da
velocidade da reacdo, sem evidéncia de saturacdo (KRAMER; TRACY, 2012). Este
tipo de comportamento pode ser visualizado em sistemas multienzimaticos em que as
duas enzimas distintas estdo produzindo o mesmo metabdlito com diferentes
velocidades, no qual uma enzima é dita de alta afinidade e a outra de baixa afinidade,
ou também pode descrever o comportamento dentro da mesma enzima que possui
sitios de ligagcdo com diferentes afinidades. A velocidade da reacdo bifasica é

calculada de acordo com a Equacéo 3.

V
Vimax1[S]+ maxZ/szx [S]? .
V= Equacao 3
Km1+[S]

Na equacdo, v € a velocidade inicial, Vmaxt a velocidade méxima catalisada pela
enzima ou sitio de ligacdo que tem alta afinidade pelo substrato, Km1 a constante de
Michaelis-Mentem relacionada com a enzima ou sitio de ligacao de alta afinidade, [S]
corresponde a concentracdo do substrato. Por fim, Vmaxe € Km2 Sdo 0s parametros
relacionados a enzima ou sitio de ligacdo de baixa afinidade.
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Figura 10- a) Cinética bifasica. b) Grafico de Eadie-Hofstee para o comportamento bifasico. Fonte:
SUBRAMANIAN; TRACY, 2012 (Figura 9.2). Reproduzido com permissao de John Willey and Sons
(numero da licenca: 3939340544574).

Finalmente, o perfil cinético denominado inibicdo pelo substrato ocorre quando
o platé de formacéo do produto em um certo ponto tem a sua velocidade diminuida
com o0 aumento da concentracdo do substrato (Figura 11) (KRAMER; TRACY, 2012).
Este comportamento pode ocorrer atravées de ligagdes de moléculas de substrato em
outros sitios de ligagdo, denominados sitios inibitorios, os quais provocam mudancas
na conformacdo da enzima e, consequentemente diminuem a taxa de conversao do
substrato em produto (SEIBERT; TRACY, 2014).

b)v

s

)

Figura 11- a) Cinética de inibic&o pelo substrato. b) Gréfico de Eadie-Hofstee para a cinética de inibigdo
pelo substrato. Fonte: SUBRAMANIAN; TRACY, 2012 (Figura 9.4). Reproduzido com permissdo de
John Willey and Sons (nimero da licenga: 3939340544574).
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1.7 Reacao de Fenotipagem Enzimatica: Identificando as enzimas responsaveis

pelo metabolismo

As reacbes de fenotipagem enzimética, também conhecidas como
mapeamento enzimatico, permitem a identificacdo da(s) enzima(s) envolvida(s) no
metabolismo da substancia em estudo (SENSENHAUSER, 2014, ZIENTEK; YOUDIM,
2015). Este ensaio semi-quantitativo a respeito da contribuicdo relativa das enzimas
no processo de eliminacdo do farmaco, permite predizer possiveis interacfes
medicamentosas resultantes da acdo de um agente terapéutico sobre a exposicao e
eliminacdo de um farmaco administrado concomitantemente (SENSENHAUSER,
2014). Dentro da perspectiva da interacdo medicamentosa e da farmacogenética, 0s
farmacos podem ser classificados como vitimas ou agressores (OGILVIE et al. 2014).
As vitimas sdo aquelas substancias cuja eliminacdo (ou clearance) depende
predominantemente de uma Unica rota de eliminacdo como, por exemplo, 0
metabolismo por uma unica isoforma do CYP450. Estas citadas substancias tem um
alto potencial de tornarem-se vitimas devido a diminuicdo ou perda de tal rota de
eliminacdo através de alguma deficiéncia genética ou a inibicdo desta enzima pela
administragdo concomitante de outro farmaco que utiliza a mesma via (OGILVIE et al.,
2014). Por outro lado, os agressores sao substancias que inibem ou induzem a enzima

responsavel pela eliminacao da vitima (OGILVIE et al., 2014).

Alguns exemplos de farmacos gque séo vitimas séo a terfenadina, a cisaprida e
0 astemizol que foram retirados do mercado ou sdo comercializados com severas
restricdes (OGILVIE et al., 2014). Estes farmacos séo considerados vitimas devido a
extensa metabolizacdo pelo CYP3A4. Assim, a inibicdo desta isoforma por alguns
farmacos como antimicoticos (cetoconazol) ou certos antibiéticos (eritromicina) leva a
diminuicdo do clearance da terfenadina, da cisaprida e do astemizol, resultando em
um aumento na concentracdo plasmatica de tais substancias que, em alguns
individuos, pode causar arritmias ventriculares (prolongamento do intervalo QT e
torsade de pointes) (OGILVIE et al., 2014). Outro exemplo € o bloqueador de canal de
célcio mibefradil, o qual foi retirado do mercado por causar uma extensa inibicdo da
CYP3A4 através dos modos dose- e tempo-dependente. Devido a inibicao irreversivel
da CYP3A4, o restabelecimento da atividade normal necessita da sintese de novas
enzimas (OGILVIE et al., 2014).
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Segundo recomendagbes do FDA, o melhor modo de realizar o estudo de
fenotipagem é obter primeiramente o perfil metabdlico do novo farmaco e, em seguida,
estimar a importancia relativa de cada enzima no seu clearance (FDA, 2012). Quatro
diferentes abordagens tem sido desenvolvidas para as reagbes de fenotipagem
envolvendo as enzimas do CYP450, cada um dos métodos apresentam suas
vantagens e desvantagens e a combinacdo deles é altamente recomendada para a
caracterizacdo eficaz das enzimas humanas do CYP450 responsaveis pelo
metabolismo do candidato a farmaco (OGILVIE et al., 2014, ZIENTEK; YOUDIM,
2015). O primeiro método abrange a medida da taxa de metabolismo por diversas
amostras de microssomas humanos e a correlacdo com as taxas obtidas para esta
mesma substancia, mas empregando as isoformas recombinantes do CYP450. O
segundo modelo consiste da avaliacado da taxa de inibicdo sofrida pelas enzimas do
CYP450 por inibidores quimicos seletivos de cada isoforma na presenca do candidato
a farmaco. Nesse modelo é empregado os microssomas humanos como sistema in
vitro. A terceira metodologia envolve a avaliacdo do efeito de anticorpos inibitorios
contra isoformas do CYP450 selecionadas no estudo do novo farmaco e empregando
0s microssomas humanos como sistema in vitro. Por Ultimo, a reacdo de fenotipagem
pode ser realizada através do emprego de isoformas recombinantes da CYP450, que
pode predizer se uma particular isoforma participa do metabolismo da substancia em
estudo (ZIENTEK; YOUDIM, 2015, OGILVIE et al., 2014, SINZ, 2012).

1.8 Estudos de inibicdo enzimatica in vitro: Predicdo de interacdes

medicamentosas in vivo

As interacbes medicamentosas tém se tornado um grande obstaculo na
industria farmacéutica e determinagdes precisas destas interagdes se tornaram muito
importantes no desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que a administracdo
concomitante de varios medicamentos € muito comum no tratamento de doencas.
Com isso, o estudo da inibicdo enzimatica in vitro € de grande importancia na predicao
de interagcbes medicamentosas (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). Dessa forma,
conhecer estas interacfes previamente pode evitar reacdes adversas graves em
pacientes assim como prejuizos a industria farmacéutica. Dentro deste contexto,

pode-se citar a venda de cimetidina que diminuiu bruscamente apds o conhecimento
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das interacdes medicamentosas em que ela esté envolvida (inibicdo da CYP3A4), um
fato que so foi verificado na fase pos-marketing de desenvolvimento do medicamento
(SUBRAMANIAN; TRACY, 2012).

Dentre os tipos de reacbes que envolvem as enzimas, as de inibicdo s&o
clinicamente mais relevantes do que as reacfes de inducdo, umavez que em um curto
periodo de tempo, a situacdo clinica do paciente pode ser alterada podendo causar
efeito graves, muitas vezes irreversiveis como um derrame ou infarto (COLLEMAN,
2010).

O objetivo inicial na avaliacdo dos farmacos como inibidores in vitro das
isoformas do CYP450 é a determinacao do seu potencial em ser um agressor, ou seja,
ser um forte inibidor sobre esta enzima antes de atingir estagios mais avancados
durante o desenvolvimento de um novo medicamento (OGILVIE et al., 2014). O
planejamento de um estudo de inibigédo in vitro envolve inUmeros fatores que devem
ser respeitados para a obtencao de resultados condizentes com o perfil in vivo. O guia
do FDA acerca dos estudos de interacdes medicamentosas (FDA, 2012) incorpora
tais recomendacdes, sendo o seu conteudo aplicado tanto no ambiente da industria
guanto da pesquisa; por exemplo, esse guia descreve a lista de substratos,
marcadores e inibidores caracteristicos de cada isoforma do CYP450 que devem ser
usados em tal estudo.

Existem dois tipos de inibicdo avaliados: a inibicdo reversivel e a inibicdo
baseada no mecanismo (inibicdo irreversivel ou quase-irreversivel); esta Ultima
constitui um tipo de inibicdo tempo-dependente visualizado frequentemente sobre
enzimas do metabolismo. A inibicdo reversivel é mais facil de ser determinada e ela
pode ser rotineiramente avaliada durante as primeiras etapas do desenvolvimento de
um novo farmaco através de uma triagem inicial utilizando testes de alto rendimento
analitico, do tipo high throughput (GENOVESE et al.,, 2011, LEE et al.,, 2012,
CALDWELL; YAN, 2014). A inibicdo irreversivel € mais dificil de ser detectada e

envolve ligacdes quimicas fortes que séo dificeis de serem desfeitas.
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1.8.1 Inibic&o Reversivel

A inibicdo reversivel, também conhecida como inibicdo dose-dependente ou
direta, pode ser subdividida em dois tipos. O primeiro tipo envolve a competi¢éo entre
duas substancias que sdo metabolizadas pela mesma enzima, sendo conhecido como
inibicdo competitiva (OGILVIE et al., 2014). Neste caso, o inibidor e o substrato
competem pelo mesmo sitio ativo da enzima (Figura 12a), resultando em nenhuma
mudanca no Vmax € um aumento no Km. (KRAMER; TRACY, 2012). O segundo tipo
ocorre quando o inibidor ndo é um substrato para a enzima em estudo,
consequentemente, inibidor e substrato ndo competem pelo mesmo sitio ativo da
enzima. Este tipo de inibicdo pode ocorrer através de trés mecanismos distintos. O
primeiro € a inibicdo ndo-competitiva (Figura 12b) que ocorre quando inibidor e
substrato ligam-se reversivel e independentemente entre si. Neste caso, a ligacao do
inibidor reduz a atividade da enzima, mas nao tem nenhum efeito sobre a ligacdo do
substrato, consequentemente, observa-se uma diminuicdo no Vmax € nenhuma
alteracéo no Km. A inibicdo incompetitiva (Figura 12c) é o segundo modo de inibicédo
em que substrato e inibidor ndo competem pelo mesmo sitio, neste caso o inibidor sé
se liga ao complexo enzima-substrato (E-S) resultando em um complexo inativo
enzima-substrato-inibidor (E-S-I). Nesse tipo de inibicdo ocorre uma diminuicdo do
Vmax € Km. O Ultimo modo € a inibicdo mista (competitiva-ndo-competitiva) (Figura 12d)
gue ocorre quando o inibidor liga no sitio ativo da enzima assim como no sitio
alostérico ou quando o inibidor liga no sitio ativo, mas néo bloqueia a ligacdo do
substrato, resultando em uma diminuicdo do Vmax € um aumento do Km
simultaneamente (KRAMER; TRACY, 2012, OGILVIE et al., 2014).
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Figura 12- Inibicdo reversivel. a) Competitiva; b) N&ao-competitiva; c¢) Incompetitiva; d) Mista. E:
Enzima; S: Substrato; I: Inibidor; P: Produto; Ki: Constante de inibi¢cdo. Fonte: Adaptado de KRAMER,;
TRACY, 2012.

Durante a andlise dos dados de inibicdo, o modelo matematico de Michaelis-
Menten pode ser empregado, uma vez que cada comportamento resultarda em um
perfil diferente. Além disso, o gréafico de Lineweaver-Burk (também conhecido como
duplo-reciproco) é muito empregado para estimar os parametros cinéticos. Neste
caso, um grafico duplo-reciproco 1/v versus 1/[S] resulta em uma transformacéao linear
de acordo com a Equacéo 4 (SEIBERT; TRACY, 2014).

1 K 1 1
- =—"tx —+
v Vimax [S] Vmax

Equacéo 4

No gréfico resultante, o coeficiente angular de cada reta obtida corresponde a
Km/Vmax, €enquanto que os interceptos do eixo y e x equivalem a 1/Vmax € -1/Km,
respectivamente. Os dois modos mais usuais de representa¢ao da inibicdo enzimatica
(gréfico hiperbdlico e gréfico Lineweaver-Burk) e o perfil dos modos de inibi¢cdo

enzimatica reversivel sdo resumidos na Figura 13.
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Figura 13- Representacao grafica dos tipos de inibicdo reversivel. [I]: Concentracédo do Inibidor. Adaptado de SEIBERT; TRACY, 2014 (Capitulo 2, Figura 2).
Reproduzido com permisséo de Humana Press (nimero da licenca: 39393500776572).
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1.8.2 Inibicdo Baseada no Mecanismo (Mechanism-Based Inhibition) (MBI)

Inibidores tempo-dependentes do CYP450 podem causar interacdes
medicamentosas clinicamente relevantes, sendo necessario em alguns casos ajustes
na prescricdo ou até mesmo a retirada do farmaco do mercado (ZHOU et al., 2007).
A maioria dos casos de inibicdo tempo-dependente ocorre durante o metabolismo do
farmaco precursor levando a formacdo de metabdlito(s), assim o nome Inibicao
Baseada no Mecanismo deriva deste comportamento e constitui um tipo de inibigéo
tempo-dependente. Com isso, a MBI envolve a bioativacdo metabdlica do xenobidtico
pelo CYP450, resultando em um intermediario eletrofilicamente reativo que pode
causar uma inativacdo irreversivel ou quasi-irreversivel da enzima (KAMEL;
HARRIMAN, 2013, MOHUTSKY; HALL, 2014). A MBI exibe uma inibicdo de modos
NADPH- tempo- e dose-dependente, sendo necessario a presenca destes
comportamentos para ser classificada como tal. A Figura 14 ilustra a classificacdo da

inibicdo tempo-dependente sobre enzimas do metabolismo.

Inibicao tempo-dependente sobre a CYP450
* Inibicdo baseada no Mecanismo (tempo, NADPH e dose-dependente)
» Quasi-irreversivel

o Complexo Intermediario Metabalito

» lrreversivel
o Madificagdo covalente da apoproteina
o Destruicdo do grupamento Heme

Figura 14- Modos de inibicdo tempo-dependente sobre a CYP450. Fonte: autoria prépria.

Os metabdlitos altamente reativos formados através da conversdo de
xenobidticos pelo CYP450 podem causar hepatotoxicidade dependendo da sua
afinidade pelos grupamentos nucleofilicos e a sua capacidade de ligar-se a
macromoléculas intracelulares. As principais vias pelas quais os metabdlitos reativos
(MRs) podem causar hepatotoxicidade s&o: i) formagdo de adutos de proteinas
ligadas aos MRs que desencadeiam respostas imunes; ii) ligagao covalente dos MRs
a macromoléculas intracelulares tais como as mitocondrias e, iii) superproducédo de

MRs, resultando em uma deplecéo na quantidade de glutationa, que esta envolvida



30

na eliminacdo de substancias do organismo (FENG; HE, 2013). Neste contexto, 0s
produtos naturais, apesar de constituirem uma Otima inspiracdo para o0
desenvolvimento de novos farmacos, também demonstram uma alta capacidade de
bioativacdo dentro do organismo resultando em metabdlitos reativos tdxicos
(NJUGUNA et al., 2012). Dessa forma, ressaltando-se a importancia da investigacao

de MRs através dos estudos in vitro.

1.8.2.1 Inibic&o quasi-irreversivel

1.8.2.1.1 Complexo Metabdlico Intermediario (Metabolite Intermediate Complex)
(MIC)

A formacdo de uma ligacdo quasi-irreversivel com o grupamento heme do
CYP450, seguida do metabolismo do substrato ou algum metabdlito derivado, é
conhecido como formacdo do Complexo Metabdlico Intermediario (MIC). Através da
coordenacao do estado ferroso (Fe(ll)) do CYP450 cria-se uma ligacao fortemente
nao covalente capaz de provocar um deslocamento no espectro de absorcao exibido
para tal enzima (Figura 15) (MOHUTSKY; HALL, 2014). Este comportamento é
frequentemente visualizado em substancias contendo nitrogénio em um grupamento
heteroaromatico, tais como derivados de piridina, quinolina, imidazol e triazol (KAMEL;
HARRIMAN, 2013). Os principais exemplos descritos na literatura a respeito de
grupamentos quimicos que podem levar a formacdo de MIC sdo metilenodioxifenil,
observados em medicamentos como o tadalafil e a paroxetina, grupamentos aminas
e grupamentos hidrazinas (KAMEL; HARRIMAN, 2013).
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Figura 15- Deslocamento no espectro absorcdo da troleandomicina devido a ligagcdo quasi-irreversivel
formada entre 0 metabdlito nitroso da troleandomicina e o Fe(ll) presente no grupamento heme do
CYP450. Fonte: OGILVIE, 2014 (Capitulo 7, Figura 6). Reproduzido com permissdao de Informa
HealthCare (nimero da licenca: 3939340544574).

1.8.2.2 Ligacao Irreversivel
1.8.2.2.1 Modificacéo covalente da apoproteina

A ligacao irreversivel através da modificacdo covalente da apoproteina ocorre
guando os MRs ligam-se covalentemente aos residuos de aminoacidos nucleofilicos
presentes dentro do sitio ativo da enzima (apoproteina). Esta modificacao resultara
em uma perda da atividade catalitica apenas se aminoacidos essenciais para a
manutencdo do sitio ativo da enzima forem alterados (MOHUTSKY; HALL, 2014).

1.8.2.2.2 Destrui¢cao do grupamento heme

O ultimo modo de inibicdo baseada no mecanismo é o tipo mais raro de ocorrer
e deriva da reacdo dos MRs com &tomos de nitrogénio presentes na porc¢ao porfirinica
do CYP450 (sitio ativo); esta reacdo de alquilagdo e/ou arilagdo no grupamento heme
causa uma inibicao irreversivel, sendo necessaria a producéo de novas enzimas para

restabelecer a atividade. Farmacos que possuem esta propriedade estéo inseridos na
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classe dos acetilenos terminais, tais como o gestodeno e o etinilestradiol, que inativam
seletivamente a CYP3A (MOHUTSKY; HALL, 2014).

Experimentalmente, os dois mecanismos de inibicdo irreversivel podem ser
diferenciados determinando se a enzima ainda € capaz de ligar monoxido de carbono
(CO). A inativacdo da apoproteina retém a habilidade de ligar CO, indicando que o
grupamento heme néo foi modificado (KAMEL; HARRIMAN, 2013).

1.8.2.3 Cinética da Inibicdo Baseada no Mecanismo

Um inibidor irreversivel comporta-se como um substrato convencional com uma
etapa de ligacdo inicial em que enzima (E) e inibidor (I) combinam-se para formar o
complexo enzima-inibidor (E-I) (Figura 16) (MOHUTSKY; HALL, 2014). A fracdo de E
contida no complexo E-I dependera do equilibrio entre as constantes ki e k1 € a
concentracdo do inibidor quando a catélise esta ausente (kz2). O complexo E-I leva a
formacdo de um intermediario que pode reagir com uma molécula de agua ou
glutationa (GSH), por exemplo, para formar um metabdlito ou reagir com E, inativando
a proteina (MOHUTSKY; HALL, 2014).

Enzima  k; Complexo K K '
+ = Enzima-  — Intermedidrio — Metabdlito + Enzima

Inibidor X1 |nibidor fi:;l

Enzima Inativada

Figura 16- Representacdo esquematica das etapas envolvidas em uma inibicdo irreversivel. Fonte:
Figura adaptada de MOHUTSKY; HALL, 2014.

A concentracao do composto intermediario em uma dada concentracao de | e
E é dependente de uma relacdo de primeira ordem entre as constantes kz, ks e k4 que
determinam a taxa destas rea¢des. Assim, sob condicBes de velocidade inicial, a taxa

de inativacdo da enzima é descrita pela Equacéo 5.
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~ S I .
Taxa de formacgao da enzima inativa = kjpgc- E Sy Equagédo 5
1

Ki corresponde ao Km de Michaelis-Menten e representa a concentragédo do
inibidor ndo ligada a enzima que mantém metade da taxa maxima de inativacao. Kinact
€ a constante analoga a Vmax de Michaelis-Menten e que representa a taxa maxima

de inativacdo da enzima em concentracao saturante de inibidor.

1.9 AplicacOes dos estudos in vitro: Predicdo do comportamento in vivo

Mudangas em um ou mais parametros de seguranca e eficacia de um farmaco
guando administrado concomitantemente com uma segunda substancia tém sido foco
de um crescente interesse na ultima década. Este interesse tem aumentado
particularmente devido ao relato de inumeras interagbes medicamentosas
clinicamente relevantes (HUANG; LESKO; TEMPLE, 2014). Outro fator envolvido é a
pratica comum da polifarmacia, na qual os pacientes fazem o uso de diversos

medicamentos diferentes ao longo do dia.

Um breve historico mostra a importancia da deteccao antecipada de interacdes
medicamentosas. Em 1997 a terfenadina foi retirada do mercado devido a interacdes
medicamentosas fatais com os medicamentos eritromicina e cetoconazol. A partir
deste episddio, institutos de pesquisa e induastrias farmacéuticas iniciaram o
desenvolvimento de guias a fim de direcionar estudos de predicdo de interagbes
medicamentosas ainda nas etapas iniciais de desenvolvimento de um novo farmaco.
Estes guias focaram especialmente na deteccéo de inibicdo tempo-dependente sobre
0 CYP450 (OGILVIE et al., 2014). Assim, em 2001 os pesquisadores chegaram a um
consenso a respeito da conduta de estudos in vitro e in vivo sobre interagbes de
metabolismo e com transportadores de membrana; o documento, entdo denominado
artigo de consenso 2001, serviu como base inicial para estudos de interacao
medicamentosa (TUCKER; HOUSTON; HUANG, 2001).

Em seguida, em 2004 o FDA publicou um documento preliminar intitulado “Drug
Interaction Studies—Study Design, Data Analysis, and Implications for Dosing and
Labeling”. Este documento apoiou diversos outros publicados apés esta data. O guia

mais atualizado encontra-se sitio do FDA,
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http://www.fda.gov/cder/drug/druglnteractions/default.ntm (FDA, 2012).

Um completo entendimento da correlag&o in vitro-in vivo (IVIV) ainda nao foi
alcancado. Os estudos in vitro sugerem as principais rotas metabdlicas que podem
ser alvo de inibidores ou se o candidato a farmaco pode ser um potencial inibidor, no
entanto, estudos in vivo sdo necessarios para avaliar a extensdo desta possivel
interacdo (HUANG; LESKO; TEMPLE, 2014). Um estudo in vitro delineado
adequadamente, empregando o modelo certo e respeitando-se a condicdo de
velocidade inicial, pode ser um 6étimo indicativo do comportamento in vivo de um

potencial candidato a farmaco.

1.9.1 Extrapolacéo IVIV do Clearance

O clearance (CL) € um parametro farmacocinético que estima a taxa de
eliminacao do farmaco do organismo; o seu valor determina a posologia a ser aplicada
a um paciente juntamente com outros parametros, tais como meia-vida (t12) e volume
de distribuicdo (Vp) (POULIN et al., 2012). Nos estudos in vitro é possivel obter
inicialmente o clearance ou depuracgdo intrinseca (CLint), que corresponde a uma
medida da relacdo dos parédmetros cinéticos enziméticos para o processo de
eliminacao e, desta forma, refletem a capacidade maxima de depuracéo. O CLint pode
ser extrapolado para a condicdo in vivo, assim, predizendo a situacdo real de
eliminag&o do farmaco do organismo (POULIN et al., 2012). A relacdo demonstrada
na Equacédo 6 é utilizada para a determinacéo do CLint em situagcfes em que a enzima
apresenta um comportamento hiperbdlico e ndo levando em consideracao a ligacao
do farmaco as proteinas (AUSTIN et al., 2005).

W
CLipt = Z—: Equagio 6

Na Equacéo 7 o clearance in vivo (CL) pode ser predito empregando o CLint
obtido nos estudos cinéticos in vitro (AUSTIN et al., 2005).
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fuai ~
CL = Q+A_B.}ZZ;C_CLL_M Equagéo 7

fumic

No qual, A representa a quantidade em miligramas de microssoma por grama
de figado, B descreve a quantidade em gramas de figado por quilograma de peso
corporal, Q indica o fluxo sanguineo hepatico, fup € a fracao livre do composto no
plasma e fumic corresponde a fracao livre do composto no meio microssomal (AUSTIN
et al., 2005). Estudos prévios demonstraram que a consideracao das fragdes livres do
farmaco resulta em uma predicdo mais precisa do clearance in vivo (OBACH, 1999,
VENKATAKRISHNAN; OBACH; GREENBLATT, 2000).

Assim como o clearance total (CL), o clearance hepético (CLn) pode ser predito
considerando-se os fatores que afetam a determinacdo deste; a predicdo do CLH é
descrita pela Equacédo 8 (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012).

CLint

CLH = _qup.fumic

CL;
Q+fu int

P fumic

Equacéo 8

No entanto, deve-se ressaltar que o figado pode ndo ser o Unico 6rgdo
responséavel pela eliminacdo do farmaco do organismo. Neste caso, a determinacao
do clearance total do farmaco envolve a soma do clearance dos diversos 0rgaos
envolvidos (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012).

Uma maneira de entender a relevancia do CLn € através do célculo da taxa de
extracdo do farmaco pelo figado (E), como demonstrado na Equacdo 9 (MAKOID;
UCHETICH; BANAKAR, 1996).

E=— Equacéo 9

Na equacdao, E corresponde a taxa de extragao hepatica, Q, ao fluxo sanguineo
hepatico (20 mL min? kg?) e CL~, ao clearance hepatico (mL min* kg?). A taxa de
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extracdo hepatica corresponde a fracdo da dose do farmaco presente no figado que
sera eliminada durante o efeito de primeira passagem pelo figado (HEDAYA, 2012,
NARITOMI et al., 2001). Assim, farmacos que apresentam uma taxa de extracao
menor que 0,3 sdo considerados farmacos com baixa taxa de extracdo, enquanto
valores maiores que 0,7 indicam uma extensa taxa de extragéo pelo figado (TOZER;
ROWLAND, 2006). Este parametro nado indica a fracdo do farmaco metabolizada, mas

sim a fragcdo do farmaco administrada que € eliminada do organismo através do
metabolismo de primeira passagem (CHIBA; ISHII; SUGIYAMA, 2009).

1.9.2 Extrapolagao IVIV dos estudos de inibi¢c&o

As principais recomendaces do FDA para correlacionar a inibicédo reversivel
in vitro e seu impacto em predizer uma interagdo medicamentosa in vivo relevante
estdo demonstradas na Figura 17 (FDA, 2012). Este é apenas um guia geral, sendo
necessario o estudo caso a caso, para evitar resultados falsos negativos (OGILVIE et
al., 2014). [I] representa a Cmax (concentragdo maxima) total do inibidor potencial
(ligado e nao ligado as proteinas) durante o estado estacionario, determinado apos a
administrac@o da dose clinica (a dose usual administrada durante o tratamento) e K;

representa a constante inibicdo no modo reversivel.

» [II/K;>1,0: Inibigdo clinicamente significante é provavel;
» [Il/K;=0,1a 1,0: Inibigdo clinicamente significante é possivel;

» [1]/K;<0,1: Inibi¢do clinicamente relevante é improvavel.

Figura 17- Recomendag¢fes do FDA empregando a correlacao VIV dos dados de inibi¢édo reversivel.
Fonte: FDA, 2012; OGILVIE et al. 2014.

Por exemplo, sabe-se que o cetoconazol € um inibidor potente da CYP3A4,
utilizando-se a fexofenadina como substrato padrao da CYP3A4, o Kj calculado em
um sistema in vitro foi de 0,1 umol L, enquanto que a concentracdo maxima de

cetoconazol dosada no plasma ([l]) foi de 6,6 umol L, portanto a razéo [IJ/K; foi de
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66, indicando uma potencial inibi¢&o in vivo que, segundo o FDA, deve ser investigada
com mais detalhes (BLANCHARD et al., 2004).
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Objetivo geral do trabalho

O objetivo deste trabalho foi a avaliagao in vitro do perfil metabdlico do agente
antitumoral piplartina frente as enzimas do citocromo P450 e predi¢do de parametros
farmacocinéticos. Os resultados obtidos com este trabalho estdo subdivididos nos

seguintes capitulos:
2 Perfil cinético das enzimas do CYP450 frente a piplartina;
3 Estudo de inibicdo das enzimas do CYP450 pela piplartina;

4 Elucidacao estrutural dos metabdlitos da piplartina gerados através da reacao

com enzimas do CYP450;

5 Determinacgdo das isoformas do CYP450 responsaveis pelo metabolismo da
piplartina (fenotipagem enzimatica).
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CAPITULO 2

Perfil cinético das enzimas do CYP450 frente a piplartina
2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Determinacdo dos parametros enzimaticos das enzimas do CYP450 contidas
no microssomas hepéatico de humanos e posterior predicdo dos parametros
farmacocinéticos in vivo da piplartina.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Validacdo de um método analitico para quantificacdo da PPT em microssomas
hepatico de humanos;

e Determinacao dos parametros cinético enzimaticos envolvidos;

e Determinacao do clearance intrinseco;

e Determinacdo da fracdo ndo ligada da PPT as proteinas microssomais e
plasmaticas;

e Predicao dos parametros farmacocinéticos in vivo.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Materiais

2.2.1.1 Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados (grau cromatografia) nos experimentos foram:
acetonitrila da J.T. Baker® (Phillipsburg, EUA), hexano da Panreac (Barcelona,
Espanha), acetato de etila da Mallinckrodt Chemicals (Phillipsburg, EUA). A solucéo
tampdo fosfato 0,5 mol L* pH 7,4 foi adquirido da BD Biosciences (Nova Jersey, EUA)
sendo diluido para uma concentracéo final de 0,1 mol L. Os cofatores empregados
para geracdo do NADPH também foram obtidos da BD Biosciences (Nova Jersey,
EUA) e consistem em: solucédo A de regeneracdo do sistema NADPH ( 31 mmol L?
NADP*, 66 mmol L' glicose-6-fosfato e 66 mmol L' de MgCl.) e solucdo B de
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regeneracdo do sistema NADPH (40 U mL™* glicose-6-fosfato desidrogenase). Como

padréo interno foi utilizado a carbamazepina obtida da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA).

2.2.1.2 Obtencéao do produto natural PPT

A PPT foi isolada das folhas da Piper tuberculatum e foi fornecida pelo Prof. Dr.
Massuo Jorge Kato, do Instituto de Quimica da Universidade de Séo Paulo, campus
Sdo Paulo. Para determinacdo da pureza da amostra foram feitas previamente
andlises espectroscopicas, tais como ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (MORAES et al.,, 2011; NAVICKIENE et al., 2000).
Posteriormente, para confirmar a pureza da amostra, foi realizada, novamente,
analises qualitativas, tais como espectrometria de massas de alta resolucdo e RMN
de carbono e hidrogénio que demonstraram que 0 composto presente na amostra € a
PPT. Além disso, foram realizadas andlises quantitativas tais como a termogravimetria
e a cromatografia liquida de alta eficiéncia que comprovaram uma pureza de 99,54%
da PPT (Anexo 1).

2.2.1.3 Equipamentos em geral

Para a pesagem das substéancias foi utilizada a balanca Sartorius AG Germany
modelo CP225D (Sartorius, Santo André, SP, Brasil). A agua utilizada foi purificada
pelo sistema Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, EUA). Para a incubacao das amostras foi
utilizado um banho metabdlico, modelo SL 157, Solab (Piracicaba, SP, Brasil). Na
etapa de preparagéo das amostras foi utilizado um agitador Vibrax VXR (IKA, Staufen,
Alemanha), um agitador orbital Phoenix modelo AP56 (Araraquara, SP, Brasil) e a
centrifuga Hitachi (CF16RXII, Himac, Toquio, Japdo). Na etapa de avaliacdo de
ligacdo as proteinas foi empregado o dispositivo de ultrafiltracdo Amicon 30000 Da
(Millipore, Bedford, EUA).
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2.2.1.4 Andlises cromatograficas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD)

O equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia empregado € da
marca Shimadzu (Kyoto, Japao), composto de uma bomba LC-20AT operando a uma
vazdo de 1 mL min', degaseificador DGU-20A5, injetor com amostrador de 50 pL SIL-
10AF, detector de arranjo de diodos SPD-M20A operando no intervalo entre 190 a 800
nm, controladora CBM-20A, e forno para coluna modelo CTO-20A. As inje¢cdes foram
realizadas automaticamente e o programa empregado na aquisicdo dos dados foi o
Software LC Solution, SPD-M20A PDA utility (Shimadzu, Kyoto, Japao). A coluna
empregada foi a Shim-pack VP-ODS Shimadzu (250 mm x 4,6 mm d.i. e 5 um de
tamanho de particula) e a coluna de guarda Shim-pack GVP-ODS Shimadzu (10 mm
x 4,6 mm d.i. e 5 um de tamanho de particula) (Shimadzu, Kyoto, Japao). A fase mével
foi composta por acetonitrila: agua (40:60, v/v) e a temperatura da coluna foi de 32°
C.

2.2.1.5 Preparo das soluc¢des de PPT e do padrao interno

Para a obtencdo das solucbes-trabalho de PPT foi preparada uma solucéo-
estoque de 1500 pg mL, solubilizada em acetonitrila: agua (1:1, v/v) e a partir dela
foram preparadas as seguintes solu¢des-trabalho nas concentracdes: 900; 750; 675;
450; 300; 180; 60; 30; 18; 12; 6; 3; 1,8 e 1,2 ug mL%, solubilizadas em acetonitrila:
agua (25:75, viv). Este procedimento foi adotado com o objetivo de utilizar um volume
de solvente adequado para néo inibir as enzimas do CYP450 durante o procedimento
de metabolismo ((BUSBY; ACKERMANN; CRESP., 1999, CHAURET; GAUTHIER,;
NICOLL-GRIFFITH, 1998 . O padréao interno, carbamazepina, foi devidamente pesado

e solubilizado em acetonitrila, resultando em uma concentracdo de 500 pg mL™2.

2.2.1.6 Microssomas hepético de humanos (HLM)

A preparacdo microssomal de figado humano foi adquirida da Corning Life
Sciences (Mayfield, EUA) composta por um pool de 50 doadores de ambos 0s sexos,

nimero de catadlogo 452156, na concentracdo proteica de 20 mg mL™.
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2.2.1.7 Programas utilizados no processamento de dados

O programa GraphPad Prism Versao 3.03 (San Diego, EUA) foi empregado
para a obtencdo da regressdo ndo-linear e também para a obtencdo do gréfico de
Eadie-Hofstee. A regressédo linear foi obtida empregando-se o Excel do pacote
Microsoft Office 2007 (Kansas City, EUA). O teste de falta de ajuste (lack of fit) foi
realizado empregando o programa MINITAB Release, versao 14.1 (State College,
EUA).

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Procedimento de incubacéo para o estudo de metabolismo in vitro

Para a incubacéo foram utilizados tubos de vidro de 10 mL ambar para evitar
degradacdo da PPT pela incidéncia de luz (SILVA-JUNIOR, 2013). Inicialmente, 20
uL da solucdo do substrato foi adicionado ao tubo, sendo que a concentracdo de
solvente organico usada no estudo ndo interferiu na agcdo das enzimas do CYP450
(BUSBY; ACKERMANN; CRESP., 1999, CHAURET;, GAUTHIER; NICOLL-
GRIFFITH, 1998). Em seguida, adicionou-se a solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L pH
7,4 diluido a partir da solucdo tampéo fosfato 0,5 mol L** pH 7,4. Posteriormente, foi
adicionado 10 pL da solucédo A e 2 pL da solucdo B de regeneracdo do sistema
NADPH. O cofator NADPH € importante nos estudos de metabolismo in vitro, uma vez
gue ele é responsavel pela a doacao de elétrons para o sistema. Dessa forma a sua
concentracdo nesses estudos foi empregada em excesso para nao haver deplecao

deste cofator durante os experimentos (GENTEST, 2013).

A mistura, entao, foi pré-incubada em banho-maria na presenca do substrato e
do NADPH a 37 °C durante 5 min. Finalmente, a fracdo microssomal do figado
humano (HLM) foi acrescentada e entdo, iniciou-se o procedimento de metabolismo
in vitro. A incubacéo foi realizada sob agitacdo a 37 °C. O volume final do meio de
incubacéo foi de 200 pL. Depois de decorrido o tempo de incubacgéo, de acordo com
cada ensaio realizado, a reacédo foi encerrada pela adicdo de 200 uL de acetonitrila
gelada. Em seguida, o tubo foi agitado durante 20 segundos em um agitador de tubos

tipo “mixer” e, apods, centrifugou-se a 2860 x g durante 5 minutos. Controles foram
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realizados sem a adi¢cao do cofator NADPH e sem a presenca de microssomas. A
diferenca entre os valores obtidos com e sem NADPH foi considerada como a taxa da
PPT que sofreu metabolismo pelo CYP450. Este procedimento de incubacéo foi
adaptado do guia para teste com microssomas humanos da BD Gentest (GENTEST,
2013).

2.2.2.2 Validagdo do Método Analitico

Toda validacao analitica foi realizada empregando HLM, resultando em uma
concentracdo proteica final de 0,18 mg mL?'. Além disso, foi empregada a
padronizacao interna, visando melhorar a reprodutibilidade dos ensaios. Para isto, foi
adicionado 20 pL de uma solucdo de carbamazepina na concentragéo de 500 pg mL"
1 (2,12 mmol L?). Na validacdo analitica optou-se por seguir os parametros
recomendados pela ANVISA (ANVISA, 2012) e pelo FDA (FDA, 2013) para analise de
farmacos em fluidos biologicos, sendo esses: linearidade, limite de quantificacéo,

seletividade, estabilidade, precisdo, exatidao, efeito de matriz e efeito residual.

Com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade do método e minimizar os
problemas decorrentes do processo de preparo da amostra, optou-se pela

padronizacao interna empregando a carbamazepina como padrao interno (Figura 18).

o)\NH

Figura 18- Estrutura quimica da carbamazepina.

2

A linearidade refere-se a capacidade do método em gerar resultados
proporcionais a concentracdo do analito, contidos em uma faixa analitica especificada
(ANVISA , 2012). Segundo recomendacfes da ANVISA, deverao ser analisadas pelo

menos 5 concentracdes distintas, no minimo em triplicata. O teste F deve ser realizado
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para avaliar a significancia do coeficiente angular. Na analise de residuos devera ser
considerado um nivel de significancia de 5% (ANVISA, 2012). O teste de falta de
ajuste foi realizado empregando o programa MINITAB, considerando como
estatisticamente significativo um valor de p maior que 0,05. A curva analitica foi
preparada a partir de 6 pontos de diferentes concentracdes, adicionando no meio
microssomal (volume final de 200 uyL) 20 yL da solugéo de PPT (n = 3, para cada
concentracéo), obtendo-se assim as concentracdes finais no meio microssomal de:
0,38; 0,95; 9,45; 141,80; 236,34 e 283,61 umol L* de PPT.

Durante a determinacéo do perfil cinético da PPT, como ndo se conheciam 0s
valores dos parametros cinético enzimaticos, foi necessario o emprego de uma faixa
de concentracdo ampla (aproximadamente trés ordens de grandeza) contemplando a
concentracdo minima capaz de ser quantificada até a concentragdo maxima soluvel
no meio microssomal. Neste caso, os dados apresentaram variancias diferentes para
as diversas concentracfes empregadas na curva gerando desvios grades e causando
um comportamento de dados que € denominado de heterocedastico (ALMEIDA,;
CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). Devido a este comportamento, aplicou-se um
tratamento estatistico a fim de minimizar os erros gerados, empregando o fator de
ponderagdo 1/x2. Este tipo de correcdo tem sido empregado em outros estudos de
metabolismo in vitro (MARQUES et al., 2014; MOREIRA et al. 2013).

O Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ) pode ser considerado como a menor
concentracdo empregada capaz de ser quantificada de uma forma precisa e exata. O
erro relativo ndo deve ser maior que + 20%, enquanto que o coeficiente de variacédo
nédo devem ultrapassar 20%. O LIQ foi determinado avaliando a concentragéo de 0,38
umol L't em quintuplicata. Estas amostras foram analisadas com base em uma curva

analitica preparada na faixa de 0,38 — 283,61 ymol L.

A precisdo normalmente é expressa pelo desvio padrdo relativo (DPR%) de

acordo com a Equacéao 10.

S

DPR (%) = 7 x 100 Equacéo 10
Onde S e X representam, respectivamente, a estimativa do desvio padrdo e a

média dos valores de concentracdo obtidos das amostras analisadas. Os valores

aceitaveis do desvio padréo relativo para os dados séo de 15% para as concentracdes
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ao longo da curva sendo que, para o LIQ é permitido 20% (ANVISA, 2012). J4 a

exatidao pode ser expressa em porcentagem do erro relativo, através da Equacédo 11.

] Conc obtida — Conc nominal ~
Erro Relativo (%) = Cone nominal x100 Equacao 11

A Conc. obtida refere-se a concentracao obtida na analise e Conc. nominal é a
concentragdo considerada verdadeira. Os valores aceitaveis do erro relativo para os
dados séo de + 15% para as concentracdes ao longo da curva e de + 20% para o LIQ
(ANVISA, 2012). Para a determinacdo da exatiddo e precisdo foram analisadas
amostras na concentracdo equivalente ao LIQ, em concentracao baixa (CQB), média
(CQM) e alta (CQA), sendo estas: 0,38; 0,95; 141,80 e 283,61 umol L.

Nos ensaios de exatiddo e precisao intraensaio 0s experimentos foram
realizados em um mesmo dia (n = 5); ja nos ensaios de precisdo e exatidao interensaio
0s experimentos foram realizados em trés dias consecutivos (n = 3). Deve ser
destacado que a cada dia de ensaio era realizada uma nova curva analitica para a

guantificacdo das amostras.

A precipitagéo proteica foi a técnica escolhida para preparagédo das amostras,
uma vez que é rapida e simples e promoveu a limpeza necesséria para o
desenvolvimento do método. Além disso, foi analisada a eficacia de romper a ligagéo
dos analitos com estas biomoléculas, comparando amostras contendo a matriz
microssomal e amostras em solucdo tampao. Para isto, nesse ensaio, foi utilizado
concentracbes baixa, média e alta: 0,95; 141,80 e 212,7 uymol L e a precipitacédo
proteica foi promovida pela adicdo de 200 pL de acetonitrila gelada ao meio de

incubacgao e o procedimento realizado de acordo com o item 2.2.2.1.

Os ensaios de estabilidade foram realizados adicionando ao meio microssomal
(sem cofatores) quantidades conhecidas da PPT. Foram analisadas concentracoes
baixa e alta, 0,95 e 236,34 pmol L, respectivamente. Os ensaios foram realizados
mantendo as amostras a 37°C em banho-maria durante 50 minutos e em repouso
sobre a bancada durante 4 horas. ApOs esse periodo, foi adicionada acetonitrila
gelada, as amostras foram preparadas e posteriormente analisadas por CLAE. Na
avaliacdo, as amostras submetidas ao teste de estabilidade foram quantificadas a

partir da curva analitica obtida de amostras recém preparadas. Além disso, avaliou-se
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a estabilidade das amostras quando permanecidas no autoinjetor do sistema
cromatografico. Neste experimento as amostras, apdés serem extraidas dos
microssomas hepatico, foram solubilizadas na fase movel e permaneceram em
repouso durante 24 horas no autoinjetor e posteriormente foram quantificadas com o
emprego de uma curva analitica recém preparada, a fim de verificar se ha algum tipo
de degradacdo. Como recomendado pela ANVISA, as amostras sdo consideradas
estaveis se os valores de erro relativo forem menores 15% da concentracdo nominal
(ANVISA, 2012).

Na seletividade foi avaliada a capacidade do procedimento de preparacdo da
amostra em eliminar interferentes provenientes da matriz microssomal (BONFILIO et
al., 2012). Esse estudo foi realizado extraindo amostras “brancos” de microssomas
sem adi¢cao dos analitos. Posteriormente foi avaliada a presenca de interferentes nos

tempos de retencéo do analito e do padrao interno.

O efeito residual foi avaliado e consiste na injecdo de um “branco” antes da
injecdo da amostra contendo o analito e duas inje¢cées de “branco” posteriores a
injecdo da amostra correspondente a concentracdo do limite superior de
guantificacdo. De acordo com a ANVISA as respostas de picos interferentes no tempo
de retencao do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras
processadas do LIQ, enquanto que as respostas de picos interferentes no tempo de

retencao do padrao interno devem ser inferiores a 5 % da resposta do padr&o interno.

2.2.2.3 Procedimento para determinacao da cinética enzimatica

Trés etapas foram realizadas para obter os dados de cinética enzimatica,
resultantes da relacdo entre Velocidade versus Concentracdo de substrato. Existem
inUmeros fatores que devem ser considerados no procedimento de incubacéo in vitro
a fim de obter uma reproducédo aproximada do que ocorre in vivo (SUBRAMANIAN;
TRACY, 2012). Dentre estes, a concentracdo de proteinas, isto é, a concentracao de
enzimas microssomais e o tempo de incubacdo produzem grande influéncia sobre a
reacdo durante a incubacdo. Na determinacgéo de proteinas microssomais foi avaliada
uma faixa de 0,1 — 1,5 mg mL? de meio microssomal e a concentracdo de PPT

empregada foi de 18,91 umol L e fixado o tempo de 40 minutos de incubagdo. Na
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determinacdo do tempo de incubacgdo foi avaliada uma faixa de 3-40 minutos,
empregando-se a concentracdo de 18,91 umol L de PPT e fixada a concentragéo de
proteina microssomal em 1 mg mL™. Estes dois experimentos foram realizados com
a finalidade de obter condi¢cbes que atendessem a condicéo de Velocidade Inicial (Vo),
estas condi¢des foram obtidas quando a deplecao do substrato foi linear com o tempo
de incubacado e concentracdo de proteinas microssomais. Dentro desta faixa linear
ainda selecionaram-se as condi¢cdes que representaram aproximadamente 10% de
deplecdo de substrato (SUBRAMANIAN;TRACY, 2012). Assim, 0 experimento de
cinética enzimética (variacdo da concentracdo do substrato) foi executado
empregando tais condicbes otimizadas. Neste experimento de variacdo de
concentracdo de substrato foram empregadas as concentracfes finais de PPT no
meio microssomal de 0,38; 0,57; 0,95; 1,89; 3,78; 5,67; 9,45; 18,91, 56,7; 94,5; 141,80;
212,7; 236,34; 283,61 umol L™

2.2.2.4 Determinacéo da fracdo néo ligada da PPT as proteinas microssomais e

plasmaticas

Na determinac¢do da fracdo nao ligada da PPT as proteinas foi empregada uma
concentragcdo correspondente ao Sso (determinado na cinética enzimatica). Nesse
teste foram empregados os dispositivos de ultrafiltracdo com tamanho de poro ideal
(30000 Da) para a retencao tanto de proteinas microssomais, quanto de proteinas
plasmaticas. O meio contendo um volume final de 200 pL foi incubado sem a presenca
de NADPH, mas utilizando o tempo de incubacdo e a concentragdo de proteinas
microssomais correspondente as condi¢des de Vo determinadas durante a etapa da
cinética enzimatica (secado 2.2.2.3). No ensaio com proteinas plasmaticas foi
empregada a concentracdo de 42 mg mL?, correspondente a uma concentracédo
média presente no corpo humano (GOMEZ-GONZALEZ et al., 2015). Para ambos 0s
testes foi realizado um controle contendo apenas a PPT e a solugdo tampao fosfato
0,1 mol L, pH 7,4. Ap6s a incubacgdo, o meio foi transferido para o dispositivo de
ultrafiltracdo e submetido a centrifugacédo a 21800 x g por 30 minutos, empregando
uma temperatura de 30°C. Apds este procedimento, o ultrafiltrado foi coletado e

injetado diretamente no sistema CLAE-DAD.
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A fracdo néo ligada as proteinas microssomais (fumic) foi calculada a partir da
razdo entre a area da PPT contida no ultrafitrado empregando os microssomas
(Areamic) dividido pela area de PPT contida no ultrafiltrado da solugdo tampao, isto €,

auséncia de proteinas (Areawampao), de acordo com a Equagéo 12.

. (Area,;, B
fumic = < Areatampﬁo) Equacio 12

Para obtencdo da fracdo nao ligada a proteina plasmatica (fuplasma) Uuma

equacao analoga a anterior foi empregada (Equacéo 13).

Area
_ plasma -
fuplasma = < Areatampéo) Equacéo 13

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Analise Cromatografica da PPT

O método empregado na andlise cromatogréfica foi anteriormente otimizado
por Marques et al. (2014). Para tanto foi utilizado uma coluna C18 e fase movel
composta por acetonitrila: agua (40: 60, v/v). A vazdo empregada foi de 1 mL mint e
o comprimento de onda fixado em 220 nm. Nesta condi¢do observou-se um tempo de

retencao (tr) de 8,5 min para o padr&o interno e 15,2 min para PPT (Figura 19).
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Figura 19- Cromatograma representativo do branco microssomal sem a adicdo de PPT e padrao
interno (A). Meio microssomal fortificado com o padréo interno (P1) 500 ug mL™* e a PPT (1) 180 pg mL"
1 (B). Condigdo cromatografica: coluna Shim-pack VP-ODS Shimadzu® (250 mm x 4,6 mm x 5 um),
vazdo da fase mével 1 mL mint. O comprimento de onda foi fixado em 220 nm. Volume injetado: 40
uL. Fase movel acetonitrila: agua (40: 60, v/v). Temperatura de analise 32°C.

2.3.2 Validacdo do meétodo analitico para quantificacdo da PPT no meio

microssomal

Estabelecidas as condigcbes para andlise da PPT por CLAE, iniciou-se o
processo de validacao analitica a fim de quantificar a PPT em HLM. Os experimentos
foram realizados de acordo com as exigéncias previstas no guia para meétodos
bioanaliticos elaborado pela ANVISA (ANVISA, 2012). A validagédo analitica visa
demonstrar que um determinado método € adequado para uma especifica aplicagéo,
no caso, determinar os parametros cinéticos das enzimas do CYP450 presentes no

meio microssomal apés metabolismo da PPT.

A seletividade de um método bioanalitico € um importante parametro a ser
avaliado. Esse parametro garante que a quantificagdo do analito de interesse ndo seja
afetada pela presenca de metabdlitos, produtos de degradacdo ou compostos
presentes na amostra (CASSIANO et al., 2009, PASCHOAL et al., 2008). Verificou-se
gue nenhum pico interferente elui no mesmo tempo de retencdo do analito ou do
padréo interno (Figura 18). Com isso, pode-se concluir que a técnica de preparo de

amostra foi efetiva para a limpeza da matriz.

A Tabela 3 apresenta os dados da linearidade do método. Como pode ser
observado, todos os valores apresentados estdo de acordo com as exigéncias dos
guias adotados (ANVISA, 2012; FDA, 2013).
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Tabela 3- Dados da linearidade do método desenvolvido para quantificagdo da PPT em HLM.

Analito Linearidade Lack of fit
Faixa (umol L1)2 Equac&o Linear® re Fd pe
PPT 0,378- 283,6 y=0,003394x - 0,0000003702 0,999 2,34 0,055

aponderacdo 1/x?

bOs erros relativos para cada ponto da curva foram inferiores a 15%.
¢ Coeficiente de Correlagéo

9 Fualor (2,34) < Fiabelado (6,39)

€ nivel de significancia p < 0,05

A andlise de residuos das curvas analiticas mostraram uma distribuicéo aleatoria
dos valores no grafico (dados ndo apresentados), indicando assim uma regressao
linear satisfatoria (RIBEIRO et al., 2008).

Os parametros limite de quantificacdo e precisao e exatidao intra- e interensaio
estao expostos na Tabela 4. Como demonstrado, os valores de erro relativo e desvio
padrdo relativo para o limite de quantificacdo estéo inferiores ao recomendavel pela
legislacdo, comprovando assim o poder de quantificagcdo minima do método (ANVISA,
2012).

Tabela 4- Limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo intra- e interensaio para analise da PPT em meio
microssomal.

Parametro Conc. Nominal Conc. Obtida Erro Relativo DPR
(umol L) (umol L) (%)2 (%)°
LIQ 0,38 0,38 0 5
0,38 0,41 6 7
Precisédo e 0,95 0,95 0 10
Exatldao_ 141,8 141,0 -1 8
Intraensaio
236,3 225,5 —4 5
0,38 0,39 2 6
Preciséo e 0,95 0,93 -2 6
Exatidéo 141,8 152,1 7
Interensaio
236,3 2472 8

a Erro Relativo expresso em porcentagem
b: Desvio Padrdo Relativo
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O método de preparacdo de amostra empregado foi a precipitagdo proteica;
dessa forma, para avaliar se a ligacdo do farmaco a matriz microssomal pudesse
influenciar nesse processo foi realizado um experimento considerando a PPT
solubilizada apenas em um volume de solucdo tampao como 100% e comparando a
area obtida com a PPT presente na matriz microssomal apés adicdo de acetonitrila
gelada (Tabela 5). Como pode ser observado na Tabela 5, os valores de recuperacao
relativa obtidos estéo proximos a 100% com valores de desvio padréo inferiores a 7%,

confirmando assim a reprodutibilidade do processo de preparacao das amostras.

Tabela 5- Efeito de matriz para andlise da PPT em meio microssomal.

PPT (umol L) Recuperacéo Relativa (%) DPR (%)
0,95 99 6
141,8 99 5
212,7 98 2

a Desvio Padrdo Relativo

Os ensaios de estabilidade demonstraram que as amostras se mantém
estaveis a 37°C durante 50 min em banho-maria, ao permanecer sobre a bancada
durante 4 horas e ao permanecer em repouso no autoinjetor por 24 horas. Os

resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6- Estabilidade de bancada, de incubacéo e de autoinjetor.

(urE(ZTL.l) Bancada 4 hs 37°C 50 min Autoinjetor 24 hs
Erro? (%) DPR® (%) Erro (%) DPR (%) Erro (%) DPR (%)
0,95 0,6 4 0,6 4 -4 2
212,7 6 1 0,0 3 0 7

a Erro Relativo expresso em porcentagem
b: Desvio Padrdo Relativo

Marques (2013) demonstrou em seu trabalho que a PPT sofre degradacéo apos

um tempo de incubacao longo e ao ser deixada sobre a bancada por longos periodos;
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dessa forma, neste trabalho teve-se o cuidado de empregar condicbes em que a

substancia pesquisada nao sofresse processos de degradacdo.

O efeito residual, também conhecido como “carryover”, corresponde a um
aparecimento de sinal do analito ou padrdo interno decorrente de contaminacéo
proveniente de andlises anteriores (ANVISA, 2012). A andlise do cromatograma
(Figura 20) mostra que nao apareceram picos interferentes nos tempos de retengéo
do padréo interno e da PPT, demonstrando que ndo h& efeito residual entre as

injecoes.
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Figura 20- Inje¢cdo de uma amostra “branco” apds injecdo do analito na concentragdo equivalente ao
limite superior de quantificacdo. Condi¢bes cromatograficas descritas na Figura 18.

2.3.3 Determinacdo dos parametros cinéticos enziméaticos

Ap6s a validagdo da metodologia analitica, iniciou-se o estudo para a
determinacdo dos parametros cinéticos das enzimas do CYP450 apds metabolismo
da PPT. Na avaliacdo destes parametros, deve-se observar o desaparecimento do
substrato ou a producdo do metabdlito em uma regido linear para concentracédo de
proteinas microssomais e tempo de incubacdo. No presente estudo optou-se por
utilizar a avaliacdo da deplecdo do substrato, uma vez que os metabdlitos da PPT
ainda ndo se encontram para comercializacdo. Este método possui a vantagem que o
substrato geralmente estd em maior quantidade do que o metabdlito, sendo possivel
o alcance de menores limites de quantificacdo (OBACH; REED-HAGEN, 2002). Para

a obtencdo de altas concentracdes do metabdlito € necessario utilizar condicbes
extremas de incubac¢éo, como um tempo de incubacéo longo e alta concentracéo de
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proteina microssomal, 0 que acarreta em varios problemas como a instabilidade da
enzima, inibicdo do metabolismo pelo produto, entre outros (OBACH; REED-HAGEN,
2002, JONES; HOUSTON, 2004).

Na determinacdo da cinética enzimética € essencial a manutencdo das
condicdes de Velocidade Inicial (Vo); ou seja, condigdo onde o consumo do substrato
seja linear em relacdo ao tempo de incubacdo e a quantidade de proteinas
microssomais. Com isso, o primeiro parametro avaliado foi a influéncia da variagcao da
concentracdo das proteinas na degradagdo da PPT. Para tanto, o seguinte intervalo
de concentracdo de microssomas foi empregado: 0,10; 0,25; 0,5; 0,75; 1,00; 1,20 e

1,50 mg de proteinas por mL de meio microssomal (Figura 21).
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Figura 21- Efeito da variacdo da quantidade de proteinas no consumo do substrato. Concentracéo da
PPT 18,9 umol L. Temperatura de incubacgéo 37°C, pH do meio 7,4. Tempo de incubac&o: 40 min.
Equacéo da reta: y= —0,02834x + 0,07727, r = 0,97. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

A concentracdo de proteinas no meio microssomal € um indicativo da
concentracdo de enzimas do CYP450. A partir deste grafico que apresentou um
comportamento linear na faixa estudada (r= 0,97) foi possivel calcular a concentracao
de proteinas correspondente a 10% de deplecao do substrato, o qual correspondeu a
0,45 mg mL™,

O segundo parametro avaliado foi a influéncia da variagdo do tempo de

incubacdo no consumo do substrato (Figura 22). A variagdo do tempo de incubacgao
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permite determinar em qual periodo o consumo do analito ou a produgéo do metabdlito
€ linear. Os tempos avaliados foram: 3, 6, 10, 15, 20, 30 e 40 min. Dentro desta faixa
obteve-se uma linearidade (r = 0,97) permitindo o calculo do tempo correspondente a

10% de deplecao do substrato que foi de 16 min.
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Figura 22- Efeito da variacdo do tempo de incubag&o no consumo do substrato. Concentracéo da PPT
18,9 pmol L. Temperatura de incubagdo 37°C, pH do meio 7,4. Concentracdo de proteinas
microssomais de 1 mg mL™. Equacdo da reta: y= -0,0004641x + 0,06633, r= 0,97. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Posteriormente, a Ultima etapa do estudo foi a determinagcédo dos parametros
enzimaticos através da variagcdo da concentracdo do substrato. Neste estudo é
essencial a manutencao das condicdes de velocidade inicial (Vo), uma vez que ao
longo da reacao outros fatores, além da concentracéo do substrato, podem influenciar,
como: inibicéo pelo produto formado, degradacéo da enzima e deplecao do substrato
(SEIBERT; TRACY, 2014). Com isso, foram utilizados a concentragéo de 0,45 mg mL"
1 de proteinas microssomais e tempo de incubacéo de 16 minutos na determinacéo

dos parametros cinéticos.

O grafico da velocidade (V) versus a concentragdo [S] de PPT apresentou um
perfil de saturacdo sigmoidal (Figura 23), ndo correspondendo a cinética hiperbdlica

descrita por Michaelis-Menten.
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Figura 23- Sigmoide obtida para o estudo de metabolismo in vitro da PPT. Concentracéo de proteinas
microssomais: 0,45 mg mL, tempo de incubag&do 16 minutos. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata. Fonte: MOREIRA et al., 2016b.

Os parametros enzimaticos obtidos apés o metabolismo da PPT foram: Vmax =
5,5 = 0,5 nmol mg proteina -t min %, Sso = 127,70 pmol L e o coeficiente de Hill, h =
3. Nos estudos de metabolismo in vitro o clearance intrinseco € um importante
parametro que pode ser calculado através destes dados obtidos. Esse parametro € a
medida da relacdo dos parametros cinéticos para o processo de eliminacao e, desta
forma, reflete a capacidade maxima do metabolismo (BUXTON, 2011). Para o calculo
do clearance intrinseco de substancias que seguem o modelo sigmoidal, utilizou-se a
Equacdo 14 (KRAMER; TRACY, 2012).

Vmax (h - 1)

CL. . =
int = Y h(h — 1)i/n

Equacéo 14

CLint corresponde ao clearance intrinseco, Vmax corresponde a velocidade
maxima, Sso indica a concentragdo de substrato para a qual V corresponde a metade
de Vmax. N ou h é o coeficiente de Hill o qual indica uma medida do grau de
cooperatividade (ou sigmoidicidade). Entdo a partir desta equacgéo calculou-se o

clearance intrinseco para a PPT que foi de 22,68 puL min -t mg L.
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Marques et al (2014) reportou um comportamento ndo michaeliano usando
microssomas hepatico de ratos, obtendo Vmax = 4,7 pumol pg proteina ** min -1, Sso=
44,7 umol L e o coeficiente de Hill de 2,5. Além disso, o clearance intrinseco descrito
foi de 53,6 uL min ' mg 1. Apesar de ambos os trabalhos demonstrarem um
comportamento sigmoidal, os parametros cinéticos e o clearance intrinseco foram
distintos, com excecdo do coeficiente de Hill que indicou em ambos estudos que o
metabolismo da PPT envolve enzima(s) com multiplos sitios ativos. O clearance
intrinseco em ratos foi aproximadamente o dobro do valor encontrado em humanos,
sugerindo uma maior exposi¢do a PPT em humanos. Sabe-se que humanos diferem
dos animais quanto ao contetdo das suas isoformas, e dessa forma a comparacao
interespécies deste tipo de estudo sofre limitacdes (MARTIGNONI; GROOTHUIS; DE
KANTER, 2006). Existem trabalhos na literatura que caracterizam o metabolismo de
varias espécies animais e comparam com humanos a fim de encontrar o melhor
modelo animal (BOGAARDS et al., 2000).

O grafico de Eadie-Hofstee corresponde a outra forma de expressar 0s
resultados obtidos com a variagdo da concentracdo do substrato. Este grafico esta
representado na Figura 24. Como pode ser observado pelo grafico ha o
cooperativismo positivo no metabolismo desse substrato. Este tipo de grafico distingue
0 comportamento Michaeliano (0 qual corresponde a uma reta) da cinética de Hill

(caracterizada por um grafico em forma de “gancho”) (WU, 2011).

0.00 0.01 0.02 0.03
V/S

Figura 24- Gréfico de Eadie-Hofstee apds o metabolismo da PPT pelas enzimas do CYP450.
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O desvio do comportamento hiperbdlico descrito por Michaelis e Menten (1913),
indica o efeito de cooperatividade observado em enzimas que possuem mudltiplos
sitios ativos. Este efeito foi observado para as enzimas do CYP450 pela primeira vez
em 1980, relacionada a existéncia de isoformas cineticamente distintas e diferentes
locais de ligacdo do substrato (TORRES; ABURTO, 2005).

2.3.4 Fracdo ndo ligada as proteinas plasméticas e microssomais

No estudo de ligacdo as proteinas microssomais foram empregadas as
condi¢des de Vo no momento da incubagéo, com isso a concentragao de 0,45 mg mL"
1 e o tempo de incubacédo de 16 minutos foram aplicados; apés a etapa de incubacao
o meio foi adicionado ao dispositivo de ultrafitragcdo. A fragdo livre no meio

microssomal (fumic) foi de 0,76, enquanto que no plasma (fuplasma) foi de 0,07.

Na predicdo do clearance in vivo a partir dos resultados in vitro com
microssomas hepdticos, alguns fatores devem ser levados em consideracao a fim de
fornecer resultados confiaveis. Verificou-se que ndo apenas os fatores relacionados a
correcdo de escala sdo importantes, mas também a ligacdo ndo especifica as
proteinas microssomais e plasmaticas (BALLARD; ROWLAND, 2011, WATERS;
OBACH; DI, 2014).

2.3.5 Predicédo dos parametros farmacocinéticos da PPT in vivo

A estratégia para predicéo do clearance in vivo baseada nos dados obtidos do
clearance intrinseco foi descrita por Houston em 1994 e aperfeicoada por Obach em
1999; desde entdo, vérios artigos vem descrevendo a capacidade de predicdo do
clearance através do uso de dados obtidos em ensaios in vitro. Estes experimentos,
geralmente, utilizam microssomas ou hepatocitos de ratos e também microssomas
humanos (CHIBA; ISHII; SUGIYAMA, 2009).

Na predicéo do clearance in vivo alguns fatores sdo levados em consideracéo
a fim de aproximar a condicdo que ocorre realmente no organismo. A Equacéo
empregada para o calculo do clearance foi descrita anteriormente (Equacao 7). Nessa

equacado CL corresponde ao Clearance; Q indica o fluxo sanguineo hepatico que é
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estimado em 20 mL min * kg ! para humanos; A corresponde a quantidade, em
miligramas, de microssoma por grama de figado, sendo o valor 40 mg g o mais
utilizado nos trabalhos; B descreve a quantidade em grama de figado por quilograma
de peso corporal, representado pelo valor médio de 20 g kg "1, considerando um adulto
com 70 kg; fupiasma € a fracdo do farmaco livre no plasma e fumic a fracéo livre no meio
microssomal. Finalmente, CLint corresponde ao clearance intrinseco obtido
experimentalmente in vitro (AUSTIN et al., 2005, OBACH, 1999, SUBRAMANIAN;
TRACY, 2012). Os parametros farmacocinéticos preditos estdo descritos na Tabela 7.
O clearance hepatico foi calculado empregando-se a Equacao 8.
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Tabela 7- Parametros farmacocinéticos preditos.

PPT ¢ a g Clearance intrinseco  Clearance in vivo predito (CL)® Clearance Hepético Extracdo Hepatica
Upl Umi
@molLY) o ™ (CLing (UL mint mg) (mL min"kg?) (CL+) (ML min™ kg?) (E)
127,70 0,07 0,76 22,68 19,79 1,89 0,09

& fuplasma: fracdo livre do composto no plasma

® fumic: frago livre do composto no meio microssomal.

@, fluxo sanguineo hepatico, 20 mL min " kg; 4, quantidade em miligramas de microssomas por grama de figado, 40 mg g*; B, quantidade em gramas de
figado por quilograma de peso corporal, 20 g kg™.
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Como pode ser observado, a partir dos dados demonstrados na Tabela 7,
considerando-se que o fluxo sanguineo hepatico em um individuo normal corresponde
a 20 mL min't kg, o clearance calculado foi de 19,79 mL min kg*. A taxa de extracédo
hepatica calculada, de acordo com a Equacao 9, foi de 0,09, o qual indica uma baixa
extracdo da PPT pelo figado durante o efeito de primeira passagem, correspondendo
a um efeito desejavel, uma vez que a PPT ndo ter4 sua biodisponibilidade
significativamente diminuida por tal efeito, chegando ao sistema circulatério em altas
concentracdes, e posteriormente distribuido para o local de acdo. Estes dados
corroboram com o0s parametros farmacocinéticos obtidos para a PPT em
camundongos que demonstraram uma alta biodisponibilidade apés administracéo oral
(FOFARIA et al. 2016). A baixa extracdo hepatica (En < 0,3) aliada a alta ligacdo as
proteinas plasmaticas (fup < 0,2) indica que o clearance hepatico da PPT depende
tanto da extensao da ligacdo as proteinas plasmaticas quanto do clearance hepatico
intrinseco da fracdo nao ligada. Farmacos com esta caracteristica ndo possuem
problemas na disposi¢do quando o fluxo hepatico é alterado como, por exemplo, em
algumas doengas como na insuficiéncia cardiaca, no entanto, eles sdo altamente
afetados por mudancas na ligacao as proteinas, e inducéo e inibicdo das enzimas do
metabolismo, tornando-se uma etapa limitante no clearance hepatico (TOZER;
ROWLAND, 2006).

O uso da fragdo nao ligada a proteina durante a predi¢cdo tem possibilitado uma
predicdo acurada do clearance (RILEY; MCGINNITY; AUSTIN, 2005, AUSTIN et al.,
2005). No entanto, a inclusdo deste fator no calculo apenas deve ser levado em
consideracao quando na situacao in vivo este fenbmeno também ocorre, isto €, parte
do fa&rmaco é sequestrado por proteinas e/ou macromoléculas teciduais, ficando
indisponivel para sofrer o metabolismo. Outros fatores devem ser levados em
consideracdo para a obtencdo de uma predicdo condizente com a situacao in vivo
(OBACH; SCOTT, 1999). Primeiramente, o clearance metabdlico deve ser a principal
rota de eliminagcdo da substancia, quando comparada com outras vias, tais como a
bile e os rins; além disso, o figado deve ser o principal 6rgao envolvido na eliminagéo.
Outra condi¢&o importante € que o metabolismo oxidativo realizado pelas enzimas do
CYP450 deve ser majoritario frente as demais reacfes de metabolismo, uma vez que
apenas esta via de metabolismo estd sendo estudada. Finalmente, as taxas de

metabolismo e de atividade enzimética in vitro devem refletir a situag&o in vivo. Outro
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fator que também néo é considerado com o modelo microssomal é a atividade dos
transportadores de membrana no processo do metabolismo. Com isso, apenas
respeitando todos estes requisitos é possivel obter uma predicéo eficaz. Os estudos
envolvendo a farmacocinética e metabolismo da PPT ainda séo escassos para afirmar
gue todas estas condi¢cbes foram respeitadas para a predicdo, no entanto, com 0s
dados expostos até 0 momento e nas demais secfes do presente trabalho, sabe-se
gue o figado é determinante na eliminacdo da PPT e, neste contexto, as enzimas da

familia CYP450 possuem papel crucial na excre¢éo de tal substancia.

2.4 CONCLUSOES

Através dos dados obtidos € possivel inferir que o método cromatografico
empregado é adequado para a analise da PPT no meio contendo HLM, uma vez que
demonstrou uma seletividade adequada combinada a um método de extracdo que
possibilitou uma limpeza adequada da amostra e, dessa forma, auséncia de

interferentes nos tempos de retencdo da PPT e do padrao interno.

O método foi validado para quantificacdo da PPT no meio microssomal
seguindo parametros preconizados por agéncias reguladoras, tais como FDA e
ANVISA, demonstrando precisédo e exatiddo desejaveis para a quantificacao de tal

substancia.

A cinética enzimatica obtida demonstrou um comportamento sigmoidal das
enzimas microssomais frente a PPT; com os parametros cinéticos calculados Vmax =
5,5+ 0,5 nmol mg proteina -* min ' e Sso = 127,70 pmol L indicando a metabolizagéo
desta por isoforma(s) contendo multiplos sitios ativos e/ou a metabolizacdo por
diferentes isoformas, resultando em uma cinética de saturacéo sigmoidal (SEIBERT;
TRACY, 2014).

O clearance intrinseco calculado foi de 22,68 uL min "t mg %. O estudo da
fracdo ndo ligada as proteinas microssomais e plasméaticas foram aplicadas para
predicdo do clearance total, do clearance hepatico e da taxa de extracdo, que sao
parametros farmacocinéticos importantes, uma vez que estimam a depuracdo do
farmaco do organismo. Com os parametros obtidos € possivel afirmar que a

depuracgéo hepatica é uma importante via de eliminacdo da PPT do organismo, além
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disso, a PPT possui uma baixa extragdo de primeira passagem pelo figado, sendo
considerado uma caracteristica desejavel durante o desenvolvimento de um novo

farmaco.

Reunindo as informagdes obtidas nesta etapa, foi possivel obter o perfil cinético
das enzimas do CYP450 apds metabolismo da PPT e predizer alguns parametros
farmacocinéticos. Além disso, o parametro cinético enzimatico Sso obtido € de grande
importancia durante outros estudos cinéticos, tais como o estudo de inibicdo

enzimatica e fenotipagem.
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CAPITULO 3
Estudo de tnibicdo das ensimas do
CUP450 pela piplarting
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CAPITULO 3
Estudo de inibicdo das enzimas do CYP450 pela piplartina
3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo Geral

Determinar, através do estudo in vitro utilizando os microssomas hepaticos
humanos, a capacidade de inibicdo da PPT sobre as principais isoformas do CYP450,

possibilitando a predicdo de possiveis interacdes medicamentosas.

3.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar o ICso (Concentragdo inibitéria capaz de inibir 50% da atividade
enzimatica) da PPT frente cada isoforma do CYP450 avaliada;

e Determinar o modo de inibicdo dose-dependente e a constante de inibi¢do (Ki)
da(s) isoforma(s) do CYP450 significativamente inibida(s) pela PPT,;

e Calcular os parametros cinéticos de inativagéo (K e Kinact) da(s) isoforma(s) do
CYP450 inibida(s) de modo dose-, tempo- e NADPH-dependente pela PPT;

e Avaliar o modo de inibicdo tempo-dependente.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Materiais
3.2.1.1 Sistema Cromatografico

O equipamento para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia empregado

nestes estudos foi 0 mesmo descrito na segao 2.

3.2.1.2 Inibidores, substratos e marcadores do CYP450

Nos estudos in vitro de inibicdo foram empregados 0s seguintes substratos,
inibidores e marcadores: fenacetina, diclofenaco, acetaminofeno, nifedipina, a-
naftoflavona, sulfafenazol, cetoconazol, quinidina e &cido valproico, todos obtidos da
Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA). Bufuralol, 1-hidroxibufuralol, deidronifedipina, 4-
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hidroxidiclofenaco obtidos da Toronto Research Chemicals (TRC) (Toronto, ON,
Canada). Os padrdes internos cafeina, diazepam e metoprolol foram adquiridos da
Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA).

3.2.1.3 Solucdes-estoque e solucdes-trabalho

A solucéo-estoque e as solucdes-trabalho da PPT foram diluidas em 100% de
acetonitrila. Na determinacdo do ICso da PPT sob cada isoforma do CYP450 as
solugdes-trabalho foram preparadas conforme a concentragdo final requerida para um
volume final de 400 yL de meio de incubacdo, sendo essas: 127,7 umol L*
(equivalente ao Sso da PPT), 95,8 umol L (3/4 Sso), 63,9 umol L (1/2 Sso), 31,9 umol
L (1/4 Sso), 16,0 pmol Lt (1/8 Sso), 5,3 pmol L (1/24 Sso) e 2,0 umol Lt (1/64 Sso).

Todas as solugbes-estoque e solugcdes-trabalho dos substratos, metabdlitos e
inibidores seletivos de cada isoforma do CYP450 avaliadas foram preparadas em
100% de metanol de acordo com a faixa de concentracdo requerida, a qual esta

descrita nas sec¢des correspondentes.

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

3.2.1.4 Programas utilizados no processamento de dados

O mecanismo de inibicdo dose-dependente foi estimado graficamente
empregando o gréfico de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco), obtido através do
programa SigmaPlot Versdo 12.0 (San Jose, CA, EUA) e observando o local onde as
retas se cruzam. Os valores das constantes de inibicdo foram determinados plotando
o coeficiente angular (slope) da equacéao gerada do grafico de Lineweaver-Burk versus
concentracdo do inibidor (gréfico secundario). O gréfico de decaimento log-linear da
atividade enzimatica com o tempo foi obtido empregando-se o logaritmo natural da
porcentagem da atividade remanescente versus tempo de pré-incubacéo. O grafico
secundario foi obtido plotando-se os coeficientes angulares do primeiro grafico versus
a concentracao de inibidor. Na obtencdo de ambos os graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism Versao 3.03 (San Diego, CA, EUA).
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3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Preparo das amostras e analise cromatografica dos analitos

As condi¢des de preparo de amostra empregando a extracdo liquido-liquido e
a condicdo cromatografica utilizada para cada isoforma do CYP450 estudada foram
minuciosamente descritas por Habenschus (2016). O procedimento geral de extracao
liquido-liquido consistiu no interrompimento da reacao de metabolismo pela adi¢cdo de
2 mL de solvente organico. Em seguida foi adicionado o padrao interno e as amostras
foram submetidas ao processo de extracdo, sendo agitadas a 1500 rpm por 10 min
em agitador do tipo Vibrax® e centrifugadas a 943 xg por 5 min. Posteriormente, as
fases orgéanicas foram coletadas e evaporadas sob fluxo de ar comprimido, exceto
para as reacdes envolvendo o monitoramento da deidronifedipina (CYP3A4) no qual
a fase organica foi evaporada a vacuo empregando o sistema Speed Vacuum RVC 2-
18 CD plus (Christ-Osterode, Alemanha). A Tabela 8 resume as condi¢des de preparo

de amostras empregando a extracao liquido-liquido.

Tabela 8- Condi¢des de preparo de amostras empregando-se a extracdo liquido-liquido.

Isoforma Solvente o Volume
) Aditivo Padréo Interno
CYP450 Orgénico coletado (pL)
CYP1A2 Acetato de etila - Cafeina, 640 umol L 1800
CYP2C9 Cloroférmio 240 uL HCI 0,5 mol L'  Diazepam, 492 umol L* 1800
CYP3A  Acetato de etila - Diazepam, 492 pmol L* 1400
CYP2D6 Acetato de etila 400 uL NaOH 1 mol L*  Metoprolol, 524 umol L™ 1600

As separacdes cromatograficas dos analitos empregados nos estudos de
inibicdo foram realizadas no mesmo equipamento descrito na sec¢ao 2. As condicdes
empregadas nas andlises estdo descritas na Tabela 9, sendo que em todas as
andlises foi empregada a coluna Ascentis Express Fused Core Ci1g (100 mm x 4,6 mm;
2,7 um) e coluna de guarda Ascentis Express Cis (3,0 mm x 4,6 mm; 2,7 um). O
volume de injecédo foi de 10 pL. As metodologias de separacdo cromatografica foram

adaptadas a partir das referéncias indicadas na Tabela 9.
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Tabela 9- Condi¢des cromatograficas para o estudo de cada isoforma do CYP450.

Comprimento de

Isoforma ~ . Vazado (mL/min); Tipo de onda de detec¢do Referéncias
CYP450 Reagao Fase Movel Temperatura (°C)  eluicéo (nm)
Marcador; Padrao
Interno
O-deetilacdo KH2POs4, (0,05 mol L) + 0,1 % de trietilamina . , a . SUN; LIU; WANG,
CYP1A2 fenacetina (pH 3,6) (Solvente A): Metanol (Solvente B) 06,23 Gradiente 245,272 2006
4-hidroxilacio do Solucédo aquosa de acido férmico 0,1%
CYP2C9 di & (Solvente A): Metanol (Solvente B) (40:60; 0,9; 32 Isocrético 270; 310
iclofenaco viv) ASFAK et al., 2007
. ~ PATKI; VON
CYP3A O;‘;fe%%gﬁ] ga Agua (Solvente A): Metanol (Solvente B) 0,9: 32 Gradiente® 270: 310 MOLTKE:

GREEBLATT, 2003

CYP2D6 1-hidroxilacdo do Solucéo aquosa de acido trifluoroacético

. i c . SAXENA et al. 2014
bufuralol 0,1% (Solvente A) +Acetonitrila (Solvente B) 07,32 Gradiente 252,225

a Gradiente: 0-10 min manteve-se 20% de solvente B, aumentando no intervalo 10-12 min para 80%, permanecendo até 17 min e durante 17-19 min
retomou-se a condigédo inicial de 20% de solvente B, com um tempo de reequilibrio de 6 min.

b Gradiente: 0-6 min manteve-se 50% de solvente B e no intervalo de 6-8 min aumentou-se para 60%, novamente aumentando a forga cromatografica
com 70% de solvente B no intervalo 8-10 min, esta condicdo foi mantida até 15 min e de 15-17 min retornou-se para a condicao inicial com um tempo de
reequilibrio de 3 min.

¢ Gradiente: 0-5 min manteve-se 18% de solvente e no intervalo de 5-8 min aumentou-se para 40%, novamente de 8-12 min aumentou-se para 100%,
permanecendo esta condi¢do até 15 min. No intervalo de 15-18 min retomou-se a condi¢&o inicial e o tempo de reequilibrio foi de 20 min.
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3.2.2.2 Isoformas do CYP450 estudadas

A Tabela 10 resume as isoformas estudadas e seu respectivo substrato-
padrdao, marcador e inibidor seletivo empregado no estudo. A Figura 25
demonstra a estrutura quimica dos substratos e marcadores de cada isoforma e
a Figura 26 refere-se as estruturas quimicas dos inibidores seletivos. Estas
isoformas foram avaliadas no presente estudo baseadas nas principais
isoformas do CYP450 responsaveis pelo metabolismo de PNs (Figura 7)
(MOREIRA et al. 2016a).

Tabela 10- Isoformas do CYP450 de humanos e seus respectivos substratos padroes,
marcadores de reacao e inibidores seletivos.

Isoforma Substrato Reacéo Marcador Inibidor

O-deetilacdo da

. Acetaminofeno a-naftoflavona
fenacetina

CYP1A2 Fenacetina

4-hidroxilacéo do

CYP2C9 Diclofenaco 4’-Hidroxidiclofenaco Sulfafenazol

diclofenaco
e Oxidacao da : e
CYP3A Nifedipina nifedipina Deidronifedipina Cetoconazol
CYP2D6  (+)-Bufuralol LMidroxilacdodo . \yyoyibufuralol Quinidina

bufuralol
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Figura 25- Substratos e marcadores da reagéo especifica de cada isoforma do CYP450 avaliada.
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Figura 26- Inibidores seletivos de cada isoforma do CYP450 avaliada.

Inicialmente, 0 Km de cada substrato padréo foi determinado através da
regressao nao-linear da concentracdo do substrato versus velocidade,
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empregando-se condicBes de velocidade inicial com uma taxa minima de
decaimento do substrato. O Km obtido foi empregado nas demais etapas. A
determinacdo do Km de cada substrato padréo foi descrito anteriormente por
Habenschus (2016).

A segunda etapa caracterizou-se pela obtencéo do ICso de cada inibidor
seletivo do CYP450, empregando-se uma faixa de concentracdo adequada do
inibidor para obtencédo do ICsp frente ao Km do substrato padréao determinado na

etapa anterior.

Em seguida, o ICso da PPT foi determinado variando sua concentracao de
2,0 a 127,7 umol L (baseado no valor de Sso obtido nos estudos de cinética da
PPT) frente ao Km do substrato padréo. O ICso foi determinado através de um
gréfico de log da concentracdo do inibidor versus a porcentagem da atividade
enzimatica remanescente, na qual foi obtida comparando-se a area da atividade
da enzima na presenca do inibidor (Ai)) com a &rea da atividade da enzima na

auséncia de inibidor (controle) (Ao), de acordo com a Equacéao 15.

% Atividade Enzimdtica Remanescente= ':—1 x 100 Equagéo 15
0

Os estudos que apresentaram um valor de ICsoda PPT menor ou igual a
100 pmol L* foram selecionados para o estudo de inibicdo enzimatica,
determinando-se a constante de inibicdo e o mecanismo de inibicdo dose-
dependente (reversivel), no qual foi avaliado o perfil de inibicdo: inibigdo
competitiva, incompetitiva, ndo-competitiva ou mista (SEIBERT; TRACY, 2014).
Além disso, a inibicdo tempo- e NADPH-dependente foi avaliada. O valor de I1Cso
menor ou igual a 100 pmol L* foi considerado no estudo, uma vez que néo
existem estudos clinicos envolvendo a PPT e ndo se sabe sua concentracado
efetiva dentro do organismo, portanto, assumiu-se esta faixa de concentracéo

como capaz de provocar uma interacdo medicamentosa in vivo relevante.
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3.2.2.3 Procedimento geral para determinagao do ICso

A determinagdo do ICso dos inibidores seletivos de cada isoforma
estudada bem como o da PPT foi realizada de acordo com o protocolo descrito
a sequir. A reacdo de metabolismo foi realizada adicionando-se inicialmente 5
uL do substrato padrdo na concentragcao correspondente ao valor de Kme 5 pL
do inibidor seletivo em estudo em uma faixa de concentragdo especifica para
cada inibidor (Tabela 11). Em seguida foram adicionados a solugdo tampéo
fosfato 0,1 mol L, pH 7,4 e 20 pL da solucdo A e 4 pL da solugdo B de
regeneracao do sistema NADPH. Posteriormente essa mistura foi pré-incubada
a 37°C por 5 min. O metabolismo in vitro foi iniciado adicionando-se HLM em
uma concentracao proteica final e tempo de incubacéo especificos para cada
reacdo monitorada (Tabela 11). O volume final do meio microssomal foi de 400
UL e cada reacdo foi interrompida de acordo com as condicfes descritas

anteriormente na Tabela 10.



Tabela 11- Condi¢des empregadas na determinacao do ICso.
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Concentracdo Tempo de incubacgao (min); I N . ~
Isoforma Substrato do Substrato  Concentracdo de proteinas In|b|o_lor Concentra(;ao Inlb_lldor Concentra(;ao_lda
1 : 1 Seletivo seletivo (umol L) PPT (umol L™)
(umol L) microssomal (mg mL™)

CYP1A2 Fenacetina 12 30;0,3 a-naftoflavona 0,005 -0,12 2,0-127,7
CYP2C9 Diclofenaco 47 20; 0,1 Sulfafenazol 0,050 - 4,00 2,0-127,7
CYP3A Nifedipina 7 15; 0,15 Cetoconazol 0,004 - 0,60 2,0-127,7
CYP2D6 Bufuralol 5 30; 0,25 Quinidina 0,005 - 0,30 2,0-127,7
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3.2.2.4 Validagdo do método analitico de quantificacdo do acetaminofeno

Uma metodologia analitica foi validada para a quantificacdo do acetaminofeno,
empregado como marcador da reagdao da CYP1A2, no meio microssomal. Os
parametros avaliados foram: seletividade, linearidade, precisdo e exatidao (ANVISA,
2012, FDA 2013).

3.2.2.5 Determinacdo do mecanismo e da constante de inibicdo dose-

dependente (Kj)

O valor de ICso calculado menor que 100 umol L indica uma potencial inibicdo
in vitro que deve ser avaliada minuciosamente, dentro desta premissa 0 mecanismo

e a constante de inibicédo (Ki) da PPT sobre a isoforma CYP1AZ2 foi caracterizada.

O estudo de inibicdo dose-dependente foi realizado em meio microssomal com
volume final de 400 pL. Neste ensaio foram empregados controle (sem adicao de
PPT) e diferentes concentracdes de PPT variadas ao redor do ICso obtido (2 x ICso;
ICs0; ICs0/2 € ICs0/4). A faixa de concentragcdo de fenacetina aplicada no estudo

compreendeu valores proximos ao Km (8 Km; 6 Km; 4 Km; 2 Km; Km € Km/2).

O estudo de inibicdo empregou concentragbes fixas da PPT frente a
concentracfes varidveis da fenacetina. Em seguida, foram adicionados ao tubo a
solucéo tampédo 0,1 mol L1, pH 7,4 em volume adequado e o sistema de regeneracéo
do NADPH, posteriormente a amostra foi pré-incubada durante 5 minutos e a reacao
iniciada com a adicdo de HLM na concentracdo final de proteinas microssomais de
0,3 mg mL* incubando-se a amostra por 30 min. A reacéo foi interrompida pela adicdo
de solvente organico e realizando-se a extracdo do analito de acordo com a Tabela
10. Finalmente, a amostra foi solubilizada em 80 pL de fase movel e injetada no

sistema cromatografico.

A determinacado do perfil de inibicdo foi realizada através da quantificacdo do
metabolito da fenacetina formado, o acetaminofeno; para tanto, foi construida uma
curva analitica de acetaminofeno no intervalo de 0,05 a 8,28 pmol L' em meio
microssomal. Um grafico de Lineweaver-Burk foi obtido correlacionando-se

1/Concentracdo de fenacetina (umol L*) versus 1/Velocidade Inicial (umol
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acetaminofeno/mg proteina/min), permitindo assim a determinacao do tipo de inibicao
dose-dependente. Em seguida, os coeficientes angulares das retas obtidas foram
plotados versus a concentragdo do inibidor (umol L) (grafico secundario), obtendo-

se o valor de K.

3.2.2.6 Determinagéo da inibicdo baseada no mecanismo (IBM) e da constante

de inibicdo tempo-dependente (K))

Além do estudo dose-dependente, para as condigdes em que o ICso da PPT foi
menor que 100 pmol L, avaliou-se também a influéncia do tempo na inibicdo da
CYP1A2 pela PPT.

O estudo de IBM foi realizado empregando-se uma concentracdo fixa de
fenacetina no valor de Km e uma concentracéo variavel de PPT ao redor do seu ICso
(2 x ICs0; ICs0; ICs0/2 € 1Cs0/4), além de um controle sem adigdo de PPT. Para tanto,
inicialmente, foi adicionado ao tubo 5 pL de PPT na concentragédo desejada, solucao
tampéo 0,1 mol L1, pH 7,4 no volume adequado, sistema de regeneracdo do NADPH
e HLM (0,3 mg mL?) (GAO et al., 2014). Em seguida, a pré-incubacéo foi realizada
variando-se o tempo, 0; 5; 10 e 15 min. A reacdo de metabolismo da fenacetina foi
iniciada com a adicdo de 5 pL de fenacetina 12 umol L%, incubando-se a mistura
durante 30 min a 37°C em um banho sob agitagdo. A reacgéo foi interrompida com a
adicao de 2000 pL de acetato de etila e a extracdo realizada de acordo com a Tabela
10.

A determinacéo do perfil de inibigdo foi realizada através da quantificacdo do
metabdlito da fenacetina formado, o acetaminofeno; para tanto, foi construida uma
curva analitica de acetaminofeno no intervalo de 0,05 a 8,28 pumol L' em meio
microssomal. A atividade enzimatica remanescente obtida em cada condicédo foi

calculada de acordo com a Equacgéo 16.

9% Atividade Fnzimdtica Remanescente= ':—1 x 100 Equacéo 16
0
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Na equacao, A1 corresponde a atividade enzimatica obtida para cada condi¢ao
de incubagéo e Ao indica a atividade enzimética para o controle negativo no tempo
zero de pré-incubacdo (MOHOTSKY; HALL, 2014).

Um grafico foi obtido correlacionando-se o tempo de pré-incubacdo (min)
versus Ln % da atividade remanescente do CYP450. Em seguida, os coeficientes
angulares das retas obtidas foram plotados versus a concentracao do inibidor (umol

L) (grafico secundario), obtendo-se o valor de K..

3.2.2.7 Determinacéao da inibicdo NADPH-dependente

O estudo de inibicdo NADPH-dependente foi realizado adicionando-se 5 L de
PPT na concentracdo correspondente a % ICso, solugcdo tampéo fosfato 0,1 mol L,
pH 7,4 no volume adequado e HLM (0,3 mg mL™?) (GAO et al., 2014). O sistema de
regeneracao de NADPH foi adicionado e a mistura foi pré-incubada durante 0 e 30
min. Aliquotas de 20 pL da mistura de pré-incubacéo foram removidas e adicionadas
a outro tubo contendo fenacetina (concentracdo 10 x Km), NADPH e solugédo tampéao
fosfato 0,1 mol L%, pH 7,4 em um volume final de 200 pL. A mistura foi incubada
durante 30 min e posteriormente a reacédo foi interrompida com acetato de etila e a
extracdo foi realizada de acordo com a Tabela 10. O protocolo foi adaptado de
CHAPRON et al. (2015). O grafico foi expresso dividindo-se as areas da amostra
pelas areas obtidas com controles sem adicdo de PPT. Os dados foram expressos
como média do desvio padrao, diferencgas estatisticas foram verificadas empregando-

se teste ANOVA e considerado significante p < 0,05.

3.2.2.8 Natureza da inibicdo baseada no mecanismo

3.2.2.8.1 Complexo Metabélico Intermediéario (MIC)

A possivel formacédo do MIC em funcéo do tempo foi monitorada utilizando um
espectrofotometro UV-VIS da Agilent modelo 8453 (Waldbroon, Alemanha). O
espectro de absorcéo foi obtido na faixa de comprimento de onda de 180 a 820 nm,
sendo que a formacéo do MIC foi baseada no deslocamento espectral entre 455-490
nm (PERSHING; FRANKLIN, 1982, WANG et al., 2005).
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Em um volume final de 1000 uL, foi adicionado inicialmente a PPT em uma
concentracgédo final correspondente ao Sso (127,7 umol L), solucdo tampéo fosfato
0,1 mol L, pH 7,4 e o sistema de regeneracdo NADPH. A mistura foi pré-incubada
durante 5 min a 37 °C. Em seguida, foi adicionado HLM na concentracéo final de 0,3
mg mL? e a reacdo foi monitorada nos intervalos de tempo de 1, 5, 10, 20, 30 e 40
min. Um controle sem a adicdo do sistema de regeneracdo NADPH foi monitorado
nas mesmas condi¢des. Um branco, sem adicdo de HLM, foi utilizado para ajustar o

equipamento em zero de absorbancia.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Estudos de inibicao sobre a CYP1A2

A Figura 27 demonstra o perfil de ICso obtido para o inibidor seletivo da
CYP1AZ2 (a-naftoflavona) e a PPT. Segundo os principais guias de estudos de inibicéo
(BJORNSSON et al, 2003; FDA, 2012; OGILVIE et al, 2014), um controle positivo
deve ser realizado juntamente com o experimento teste para assegurar condicdes
ideais de reacdo (OGILVIE et al., 2014). A a-naftoflavona € um potente inibidor da
CYP1A2, além de possuir uma boa seletividade para essa isoforma (NETTLETON;
EINOLF, 2011). A a-naftoflavona também inibe a CYP1Al em uma intensidade 10
vezes menor em relagdo a CYP1A2, no entanto, esta & uma isoforma
predominantemente extra-hepética, incapaz de interferir nos estudos com HLM
(TASSANEEYAKUL et al., 1993).
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Figura 27- Avaliacdo da inibicdo sobre a CYP1A2. Determinacdo do ICso A) do inibidor seletivo a-
naftoflavona e B) da PPT. Condigcbes empregadas no experimento: 0,3 mg mL™? de proteinas
microssomais, 30 min de tempo de incubacéo e 12 pmol L de fenacetina.

O ICso obtido para a a-naftoflavona foi de 0,02 umol L1, semelhante aos valores
descritos na literatura (DINGER; MEYER; MAURER, 2014), o que indica que o
modelo esta funcionando adequadamente. A PPT demonstrou uma capacidade
inibitéria relevante com o valor de ICsode 7,2 umol L sobre a CYP1A2. O valor de
ICs0 tém sido muito empregado em triagens iniciais de estudo de inibicdo uma vez
gue € uma medida rapida e que permite determinar a poténcia inibitéria do composto
em estudo, diferentemente da obtencdo do Ki que envolve diversas andlises e sua
determinacdo € mais demorada; no entanto, este Ultimo prové informacdes mais
precisas a respeito do mecanismo de inibicdo. Portanto, o ICso € utilizado como uma
ferramenta inicial na determinagéo da capacidade de inibicdo (OGILVIE et al., 2014).
E preferivel que a decisdo para realizar a determinacdo do Ki seja baseada nao
apenas no ICsp obtido, mas também na concentracao clinica do farmaco em estudo
(OGILVIE et al., 2014). No entanto, como ainda nao existem estudos clinicos da PPT
em humanos, considerou-se um ICso menor ou igual a 100 umol L relevante para o
prosseguimento do estudo. Assim, o valor de ICsode 7,2 umol L determinado sobre
a CYP1AZ2 foi considerado relevante, com uma potencial inibicdo pela PPT sobre tal

isoforma.
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3.3.1.1 Validacdo do método para quantificacdo do acetaminofeno em HLM

O método desenvolvido foi seletivo para a analise do acetaminofeno e o padrao
interno empregado (cafeina), no qual ndo foram observados interferentes no mesmo

tempo de retencdo dos compostos de interesse (Figura 28).

» { \. “ “
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Figura 28- Cromatogramas obtidos apos extracdo liquido-liquido dos analitos em HLM. Pico 1,
acetaminofeno e pico 2, cafeina em A) 245 nm e B) 272 nm, branco de meio microssomal em C) 245
nm e D) 272 nm; Condi¢cdes cromatogréficas: vazao de 0,6 mL min, com o uso de forno a 23 °C. 10
uL da amostra foi injetada na coluna Ascentis® Express C18 (10 cm x 4,6 mm, 2,7 um) e a fase moével
constituida de KH2PQa, (0,05 mol L) + 0,1 de trietilamina (pH 3,6) (Solvente A) e Metanol (Solvente
B). A eluicdo por gradiente foi a seguinte: em uma corrida de 25 min iniciando-se em 20% B e
mantendo-se por 10 min, em seguida, aumentando-se para 80% B em 2 min e mantendo-se 80% B
por 5 min; durante a fase de reestabelecimento das condic¢es iniciais, a for¢a foi diminuida para 20%
B em 2 min e, subsequentemente, mantida a 20% B por 6 min.

A Tabela 12 apresenta os dados da linearidade do método para quantificacéo
do acetaminofeno no meio microssomal. Como pode ser observado, todos os valores
apresentados estdo de acordo com as exigéncias da legislacéo vigente para andlise
de farmacos em matrizes bioldgicas (ANVISA, 2012, FDA, 2013).
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Tabela 12- Linearidade do método desenvolvido para analise do acetaminofeno em HLM.

Analito Linearidade Lack of fit

Faixa (umol L1)2 Equacéo Linear® re Fd pe

Acetaminofeno
0,05 - 8,28 y=0,16972x - 0,00014 0,999 0,60 0,670

a@Ponderacgéo 1/x

b Os erros relativos para cada ponto da curva foram abaixo de 15%.
¢ Coeficiente de Correlacao

4 Fualor (0,60) < Ftabelado (18,51)

€ nivel de significancia p < 0,05

Os ensaios de precisdo e exatiddo foram realizados empregando quatro
concentracbes: LIQ, CQB, COM e CQA de acordo com 0s requisitos preconizados
pela ANVISA (2012). Os ensaios de exatidao e preciséo intraensaio foram realizados
em um mesmo dia (n = 5); j& durante os ensaios interensaio, 0s experimentos foram
realizados em trés dias consecutivos (n = 3). Deve ser destacado que a cada dia de
ensaio era realizada uma nova curva analitica para a quantificacdo das amostras.
Como pode ser observado na Tabela 13, todos os valores para precisao,
representado pelo desvio padrao relativo (DPR%) e exatidéo, representado pelo erro

relativo (ER%) estéo inferiores ao recomendado pela legislagcéo (15%).

Tabela 13- Preciséo e exatiddo para analise do acetaminofeno em HLM.

Parametro Co chrﬁylo Iir)li)nal Cc(> S; .OIOEH;:Ia Erro (I?O\’/Slaativo 3%?
LIQ 0,05 0,05 4 1
0,05 0,05 4 1
Precis&o e Exatidao 0,66 0,64 -4 1
Intraensaio 1,66 1,70 3 >
8,28 8,21 -1 9
0,05 0,05 -1 7
Precisdo e Exatiddo 0,64 0,63 —4 7
Interensaio 1,70 1,71 3 5
8,21 8,53 7

& Erro Relativo expresso em porcentagem
b: Desvio Padrdo Relativo expresso em porcentagem.
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A estabilidade do acetaminofeno nao foi avaliada no presente trabalho, mas
pode-se afirmar que as amostras permaneceram estaveis durante os estudos,

baseando-se em trabalhos ja descritos na literatura (YAO et al. 2007).

3.3.1.2 Determinacédo do Kije do modo de inibicdo dose-dependente sobre a
CYP1A2

A determinacéo do Kié conduzida, essencialmente, da mesma maneira do que
0 ICso em relacéo as condi¢des de incubacéo (tipo de solucdo tampé&o, concentracao
de proteinas microssomais, tempo de incubagdo) e método analitico. A diferenca é
gque aquela inclui o uso de concentracdes de substrato distintas e ao redor de Km e a
escolha do inibidor em algumas concentragdes em torno do ICso, sempre levando em
consideracao a solubilidade de tais compostos no meio microssomal (OGILVIE et al.,
2014). A determinacdo do Ki consiste na interpretacdo de dois gréficos.
Primeiramente, os dados podem ser determinados através de analise de regressao
nao-linear ou através da respectiva transformacdo em um grafico de Lineweaver-
Burk. Ambas as representac¢des permitem diferenciar o modo de inibig&o reversivel.
Em seguida, plotando-se o0s coeficientes angulares das retas obtidas com
Lineweaver-Burk, € obtido um grafico secundario, no qual o ponto onde a reta cruza

0 eixo x corresponde ao Ki.

Portanto, as representacfes graficas do perfil de inibicdo dose-dependente da
PPT sobre a CYP1A2 sdo demonstradas na Figura 29.
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Figura 29- A) Gréfico de Lineweaver-Burk obtido do estudo cinético da O-deetilacdo da fenacetina
frente & CYP1A2. Condicdes de incubacdo: 30 min de incubacdo, 0,3 mg mL? de proteinas

microssomais e PPT nas seguintes concentragées: 0 umol L™ (controle) © ,2xIC50@®, 1C50 *© , IC50/2

@ ¢ 1c50/4 M e fenacetina nas concentragdes: 3, 6, 12, 24 e 48 umol L. B) Gréafico Secundario obtido
através dos coeficientes angulares do grafico de Lineweaver-Burk versus concentracdo de PPT
(inibidor). Fonte: MOREIRA et al. 2016b.

A partir do perfil obtido com o grafico de Lineweaver-Burk é possivel dizer que
o0 mecanismo de inibicdo reversivel que ocorre entre a PPT e a CYP1A2 é a inibicdo
competitiva, na qual substrato e inibidor competem pelo mesmo sitio ativo da enzima.
Uma vez que a Vmax N@0 é afetada pela adicdo de inibidor e as retas interceptam
proximo ao eixo y. Em contraste, a diferenca entre os coeficientes angulares do
grafico (Km/Vmax) mostra o efeito do aumento do Km em concentragdes crescentes de
inibidor (GILBERT, 2000). Este efeito pode ser prevenido com o aumento da
concentracdo do substrato o que eleva sua afinidade pela enzima (GILBERT, 2000).
A inibicdo competitiva pode ser demonstrada pela equacdo classica de Michaelis-
Menten adicionando-se o inibidor competitivo que altera a relacdo dos componentes
de acordo com a Equacéo 17 (SEGEL, 1975).

Vmax

(1+ %‘)(H I[(i]l)

V= Equacéo 17
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Na equacéo, [I] indica a concentracdo do inibidor e Kj, a constante de inibicdo
gue descreve a constante de equilibrio de dissociacdo entre a enzima livre e o inibidor

e, entre o complexo E-I.

A partir do gréfico secundario foi obtido um valor de Kiigual a 1,5 pmol L
referente a inibicdo da PPT sobre CYP1A2, indicando uma forte acao inibitoria da
PPT sobre tal isoforma. Um trabalho realizado com um alcaloide da mesma classe da
PPT também demonstrou uma atividade inibitéria sobre a CYP1A2, indicando que
alcaloides isolados de plantas do género Piper tem a capacidade de inibicao
competitiva sobre a isoforma 1A2 (SONG et al., 2014).

Durante estagios mais avan¢ados do estudo de novos farmacos, dados obtidos
a partir de um estudo bem delineado de interacdo medicamentosa in vitro sdo
necessarios a fim de suplementar a bula do medicamento. Uma vez que estes dados
podem afetar diretamente a seguranca do paciente, tais dados precisam ser obtidos
com a maior precisdo e rigor possiveis (KREMERS, 2002). Com isso, alguns
documentos veiculados pelo FDA e PhRMA (Pharmaceutical Research and
Manufacturers of America), funcionam como guias essenciais para realizagéo de tais
estudos (OGILVIE et al., 2014). Ressalta-se que o presente trabalho foi delineado
segundo estas recomendacfes a fim de servir como uma importante ferramenta

durante o estudo deste promissor candidato a farmaco.

3.3.1.3 Determinacéo do K;e do kinacte do modo de inibicdo tempo-dependente
sobre a CYP1A2

Recomenda-se que substancias que apresentam uma relevante inibicéo dose-
dependente devem ser avaliadas quanto a capacidade de IBM, na qual a substancia
deve ser capaz de inibir a enzima alvo através dos modos dose- tempo- e NADPH-
dependente (SEIBERT; TRACY, 2014). No entanto, deve-se ressaltar que em
algumas situacdes o farmaco pode apresentar um valor de ICso alto (> 100 pmol L1),
mas uma inibicdo tempo-dependente relevante, por exemplo, pode-se citar a inibicao
dependente do tempo da enzima CYP19 (aromatase) pela metadona (LU et al., 2010).

A inibicdo tempo-dependente deriva de uma ligacédo irreversivel ou quasi-
irreversivel a enzima, na qual a magnitude da inibicdo aumenta com o tempo. Dois

tipos de experimentos sdo comumente empregados para identificar a inibicdo tempo-
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dependente in vitro. O primeiro tipo de experimento € chamado “Deslocamento do
ICs0” ou “ICso shift” e corresponde a uma simples extensdo do ICso empregado para
guantificar a inibicdo reversivel (MOHUTSKY; HALL, 2014). Durante esta
determinacéo, o ICso de uma amostra contendo substrato e inibidor coincubados é
comparado com o ICso obtido em uma amostra em que o inibidor é pré-incubado
sozinho por um periodo de tempo antes da adicdo do substrato. Uma diferenca
relevante (maior que 1,5 vezes) entre os valores obtidos durante as duas
determinagdes indica uma inibigcdo tempo-dependente (MOHUTSKY; HALL, 2014). O
segundo tipo de avaliagdo da inibicdo tempo-dependente é mais complexo e permite
a estimacdo das constantes K; e kinact €nvolvidas. Durante o delineamento do
experimento, varias concentracdes do inibidor sdo escolhidas a fim de obter uma
adequada curva de inativacao. O substrato padrdo € empregado na concentracao de
Km e as condicbes empregadas na reacdo sdo aquelas ideais para uma catalise
eficiente do substrato pela enzima. Nesse experimento, o inibidor é pré-incubado
empregando uma faixa de tempo a fim de demonstrar a relacdo entre a capacidade
de inibicdo e o tempo (MOHUTSKY; HALL, 2014). O logaritmo natural (Ln) da % da
atividade remanescente versus o tempo de pré-incubacgdo € plotado para a geracao
da taxa de pseudo-primeira-ordem da constante de inativacdo para cada
concentracdo de inibidor empregada (MOHUTSKY; HALL, 2014). O coeficiente
angular de cada curva é plotado versus a concentracdo de inibidor em um grafico
secundario também denominado de Kiltz-Wilson (KITZ; WILSON, 1962). O peffil
tempo-dependente da CYP1A2 na presenca da PPT estd demonstrado na Figura
30A, assim como o grafico secundario (Figura 30B) que permitiu o célculo das

constantes Kie 0 Kinact.
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Figura 30- A) Grafico de decaimento Log-linear da atividade da CYP1A2 versus tempo de pré-
incubac&o com a PPT. Condicbes de incubacdo: fenacetina 12 umol L, tempo de incubacéo de 30
min e concentragdo de proteinas microssomais de 0,3 mg mL™. Concentragdes de PPT: O umol L*

(controle) /., 2 x ICso v 1Cs0 ¥ | 1Cs0/2 B e 1Cs0/4 @ e tempo de incubagéo de 0, 5, 10 e 15 min. B)
Gréfico Secundario obtido a partir dos coeficientes angulares do grafico de decaimento log-linear da
atividade da CYP1A2 versus concentracdo de PPT. Fonte: MOREIRA et al. 2016b.

Assim, os dados obtidos foram K; no valor de 8 umol L* e Kinact, 0,014 min. O
kinact representa a taxa de formagcdo da enzima inativa. O K; corresponde a
concentracdo do inibidor que causa 50% da taxa maxima de inibicdo. Com estes
resultados pode-se concluir que além de uma relevante capacidade de inibicdo dose-
dependente, a PPT também exerce inibicdo tempo-dependente sobre a CYP1A2.

A pesquisa do modo de inibicdo tempo-dependente € extremamente
importante, uma vez que a maioria de casos de danos hepaticos medicamentosos
decorre do uso de farmacos capazes de formarem metabdlitos reativos (MRs) e
toxicos através da inibicdo baseada no mecanismo (FENG; HE, 2013. CORSINI;
BORTOLINI, 2013). Estes MRs acumulam-se no figado e através de mecanismos
distintos podem causar hepatotoxicidade. Dimensionando o problema, em um estudo
avaliando os 207 medicamentos orais mais comumente prescritos nos EUA foi
demonstrado que 62 a 69% dos compostos com formacdo de MRs estédo associados
a danos hepaticos (LAMMERT et al., 2010). Dentro deste contexto, o CYP450 ¢é a
principal familia de enzimas capazes de produzir os MRs. Estes MRs, ou menos
frequentemente os farmacos precursores, podem causar hepatotoxicidade atraves de
(i) estresse celular direto, (ii) da alteracdo da funcdo mitocondrial e/ou (iii) pela
ativacao de reacfes imunes especificas (RUSSMANN et al., 2009).



87

3.3.1.4 Determinacao da inibicdo NADPH-dependente

O terceiro e Ultimo fator necessario para que o mecanismo de inibicdo sobre
uma enzima seja classificado como IBM é a dependéncia do NADPH (OGILVIE et al.,
2014). A influéncia deste fator sobre a inibicdo da CYP1A2 estd demonstrada na

Figura 31.
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Figura 31- Estudo da influéncia do NADPH e do tempo de pré-incubacéo sobre a taxa de inibi¢cdo da
CYP1A2 pela PPT monitorando-se a quantidade de acetaminofeno produzido. Dados sdo expressos
como média do desvio padrédo, diferencas estatisticas foram verificadas empregando-se teste ANOVA
e considerado significante *p < 0,05.

Como pode ser verificado, o modo de inibicdo da PPT sobre a isoforma
CYP1A2 € NADPH-dependente. Assim, a PPT possui uma inibicdo dose-, tempo- e
NADPH-dependente, indicando que exerce uma inibicdo baseada no mecanismo

sobre a CYP1A2, uma vez que atende as trés exigéncias para ser classificada em tal

grupo.

3.3.1.5 Pesquisa da formacao do MIC

A fim de determinar a natureza da IBM da CYP1A2 pela PPT, foi pesquisada a
formacado de uma ligagcéo quasi-irreversivel com o grupo prostético heme do CYP450,
denominado MIC. A formacéo do MIC resulta na formacdo de um complexo estavel
com o ferro que desloca o espectro de UV em uma regido préxima ao comprimento
de onda de 450 nm (OGILVIE et al., 2014). Os espectros de UV-VIS em cada tempo

monitorado estdo demonstrados na Figura 32 e uma visao aproximada da faixa onde
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€ visualizado o deslocamento no espectro (390-510 nm) estd demonstrado na Figura

33.
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Figura 32- Espectro de UV-VIS monitorado durante a reagdo de metabolismo da PPT monitorada em

uma faixa de tempo de 1 a 40 min.
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Figura 33- Destaque na regido de 390 a 510 nm no espectro de UV-VIS monitorado durante a reagdo

de metabolismo da PPT, regido em qu

e ocorre o deslocamento no espectro para moléculas que se

ligam quasi-irreversivelmente a CYP450.

A Figura 34 compara o0 espectro obtido para o controle (sem o sistema NADPH)

€ para a amostra.
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Figura 34- Espectro de UV-VIS obtido para um controle (vermelho), sem adicdo de NADPH e para
uma amostra (preto) que sofreu metabolismo.
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Como pode ser verificado através dos graficos, nenhuma mudanca no espectro
foi observada, concluindo-se que a PPT ndo é capaz de se ligar quasi-
irreversivelmente a CYP1A2. Geralmente, substéncias contendo as estruturas
metilenodioxifenil (Figura 35A), hidrazina (Figura 35B) e alquil amina (Figura 35C) sao
capazes de realizar este tipo de ligacdo (KAMEL; HARRIMAN, 2013).

A)
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Figura 35- Grupamentos quimicos geralmente relacionados com a inibicdo quasi-irreversivel do
CYP450 estéo destacados em vermelho. A) metilenodioxifenil, B) hidrazina e C) alquil amina.

Excluida a hipétese de ligacao quasi-irreversivel, conclui-se que a IBM ocorre
através da ligacao irreversivel da PPT a CYP1A2, consistindo, entdo, de uma inibi¢cao
irreversivelmente verdadeira. Este modo de inibicdo pode ser resultado de duas a¢cbes
distintas, (i) a reacdo do MR com os atomos de nitrogénio contidos no sitio ativo
porfirinico, provocando reacdes de alquilacdo ou arilacdo no grupo heme ou (ii)
ligacdo covalente a aminoacidos presentes no sitio ativo do CYP450 (apoproteina)
(KAMEL; HARRIMAN, 2013).

3.3.1.6 Piplartina: potencial interacdo medicamentosa sobre a CYP1A2

Os resultados obtidos a partir do estudo de inibicAo enzimética estdo

resumidos na Tabela 14. Sumarizando os dados obtidos da inibicdo da CYP1A2 pela
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PPT, pode-se afirmar que a PPT tem um grande potencial para interacdo
medicamentosa se administrada juntamente com substancias que utilizam a CYP1A2

como principal via de eliminagao.

Tabela 14- Inibicdo da CYP1A2 pela PPT.

Natureza da Inibicao Resultado
Dose-dependente Sim
Modo: Competitivo
ICso: 7,2 pmol L1

Ki: 1,5 pmol L™?
Tempo-dependente Sim
K. 8 umol L*
Kinact: 0,014 min-t
NADPH-dependente Sim
Mecanismo Baseado na Inibig&o Ligagéao Irreversivel

Como é possivel verificar, indmeros medicamentos de diversas classes
farmacoldgicas utilizam a CYP1A2 como via de eliminacdo. Possiveis interagbes com
a PPT, um candidato a hovo medicamento antitumoral, podem ocorrer ao nivel da
CYP1A2, especialmente em pacientes idosos sob o tratamento de cancer, que além
da terapia para esta enfermidade € usual a administracdo concomitante de outras
classes de medicamentos (LEES; CHAN, 2011). A CYP1A2 é expressa em altos
niveis apenas no figado e estima-se que sua abundancia média em tal local é de ~18
a 25 pmol por mg de proteina microssomal, representando ~4 a 16% do total de
enzimas do CYP450 hepéticas (ZANGER; SCHWAB, 2013). A CYP1A2 é
responsavel por 8,9% do total das reacbes de metabolismo do CYP450 sendo
considerada uma isoforma de grande importancia durante o estudo de um novo
medicamento (ZANGER; SCHWAB, 2013). A CYP1A2 exerce um significante papel
no metabolismo de varios medicamentos clinicamente significantes tais como
analgésicos e antipiréticos (acetaminofeno, fenacetina e lidocaina), antipsicoticos
(olanzapina e clozapina), medicamentos cardiovasculares (propranolol), entre outros
(ZANGER ; SCHWAB, 2013). Alguns exemplos de substratos in vivo da CYP1A2
estdo demonstrados na Tabela 15 (IUPUI, 2016).
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Tabela 15- Substratos da CYP1A2 que participam de intera¢cdes medicamentosas clinicamente
relevantes (IUPUI, 2016).

Substratos da CYP1A2

Cafeina, clozapina, ciclobenzaprina, duloxetina, fluvoxamina, haloperidol, imipramina,
mexiletina, nabumetona, naproxeno, olanzapina, riluzol, tacrina, teofilina, tizanidina,

triamtereno, zileuton e zolmitriptan

Seguindo a perspectiva do FDA para predicdo de possiveis interacdes
medicamentosas in vivo, a razdo concentracdo maxima alcangada in vivo ([I]) dividida
pelo K obtido in vitro deve ser maior que 1,0 para indicar uma potencial interago in
vivo (FDA, 2012). A concentracdo maxima de PPT apo0s administracao intravenosa
em camundongos é de 4339,6 ng mL* (FOFARIA et al., 2016), que equivale a 13,7
umol L1, dividindo-se este valor pelo Ki de 1,5 umol L, obtém-se o valor 9,1, que

equivale a uma interacao clinicamente relevante possivel.

3.3.2 Estudos de inibicdo sobre a CYP3A

A subfamilia CYP3A é composta majoritariamente pela CYP3A4, seguida da
CYP3A5. Uma vez que ainda ndo existem protocolos com inibidores e substratos
estritamente especificos para cada uma delas, o estudo foi delineado considerando
ambas as isoformas (GILBERT, 2000). No entanto, sabe-se que a CYP3A4 ¢é a
isoforma mais abundante no figado com uma fragéo entre 25 a 30% (GILBERT, 2000).

A Figura 36 demonstra o perfil de ICso obtido para o inibidor seletivo
cetoconazol e da PPT sobre a CYP3A. O cetoconazol € um potente inibidor da CYP3A
apresentando uma ampla faixa de valores de Kina literatura, de 0,0037 a 0,1300 pmol
L1. No entanto, esta substancia é seletiva para a CYP3A apenas em concentragcées
sub-micromolares. Em altas concentracfes ele pode inibir a isoforma 2A6 em uma
faixa de Ki de 7-24 pmol L e ICso 2 50 pmol L, a isoforma 2B6 em valores de ICso
variando entre 3,2 a 81,0 umol L e a isoforma 2C8, obtendo-se valores de Ki entre
2,5 e 11,8 umol L* (KHOJASTEH et al., 2011). Além disso, este farmaco também
possui uma acdao inibitéria minoritaria sobre a CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19 e
CYP2E1 (KHOJASTEH et al.,, 2011). Portanto, o estudo de inibicdo da CYP3A
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dependente da concentracdo do cetoconazol foi delineado empregando-se
concentracbes sub-micromolares de cetoconazol, em uma faixa de 0,004 a 0,600

umol L de cetoconazol.
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Figura 36- Avaliagdo da inibicAo sobre a CYP3A. Determinacéo do ICso A) do inibidor seletivo
cetoconazol e B) da PPT. Condicbes empregadas no experimento: 0,15 mg mL™ de proteinas
microssomais, 15 min de tempo de incubacdo e 7 umol L de nifedipina.

O ICso obtido para o cetoconazol foi de 0,02 umol L, indicando a intensa
atividade inibitoria desta substancia sobre a CYP3A e corroborando com os dados da
literatura. Por outro lado, como pode ser observado através do grafico, a PPT néo
demonstrou capacidade inibitoria relevante sobre a CYP3A, apresentando um ICso
>>> 100 umol L2, ndo sendo considerado clinicamente relevante. Uma vez que os
estudos foram realizados sob condi¢des de Vo e bem delineados, acredita-se que néo
se trata de um resultado falso negativo. As industrias tém adotado esta pratica a fim
de evitar que um medicamento chegue ao mercado sem ter sido conduzido os
estudos de interacdo medicamentosa in vivo devido a obtencdo de um resultado falso
negativo durante a etapa pré-clinica. Esta técnica adotada pelas industrias é
denominada Boas Préticas de Laborat6rio Rigorosas aplicada aos estudos de inibi¢cao
sobre o CYP450, e tem sido recomendada por autoridades no assunto tais como a
PhRMA (Pharmaceutical Research and Manufacturers of America) (OGILVIE et al.,
2014, BAJPAI; ESMAY, 2002, WALSKY; OBACH, 2004).
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3.3.3 Estudos de inibicdo sobre a CYP2C9

O estudo de inibicdo da CYP2C9 dependente da concentracao do sulfafenazol
e da PPT esta demonstrado na Figura 37. O sulfafenazol € um potente inibidor da
CYP2C9 apresentando valores de Ki ou ICso entre 0,3 a 1,5 umol L* (DINGER;
MEYER; MAURER, 2014) e uma fraca poténcia inibitria sobre as demais isoformas
da CYP2C. Assim, possui um Kide 29 pmol L para a CYP2C18, valores de Ki de 10
e 14 pmol L para a CYP2C19, enquanto que para a CYP2CS8 foi demonstrado um
ICs0 de 50 pumol L' (KHOJASTEH et al., 2011). Para as demais isoformas o
sulfafenazol apresenta um valor de ICso acima de 100 pmol L't (KHOJASTEH et al.,
2011). Com estes dados, verifica-se que o sulfafenazol € um potente e seletivo

inibidor da CYP2C9, sendo selecionado como controle positivo no estudo.

O ICso do sulfafenazol obtido foi de 1,7 umol L?, indicando-se a potente
atividade inibitéria deste controle positivo sobre a CYP2C9 e corroborando com o0s
dados da literatura. Como pode ser observado na Figura 37, a PPT néo foi capaz de

inibir a CYP2C9 de forma dose-dependente, apresentando um ICsp >>>> 100 pumol L
1
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Figura 37- Avaliagdo da inibicdo sobre a CYP2C9. Determinagdo do ICso. A) do inibidor seletivo
sulfafenazol e B) da PPT. Condices empregadas no experimento: 0,1 mg mL™ de proteinas
microssomais, 20 min de tempo de incubacado e 47 umol L de diclofenaco.

3.3.4 Estudos de inibicdo sobre a CYP2D6

O estudo de inibicdo da CYP2D6 dependente da concentracdo da quinidina e

da PPT esta demonstrado na Figura 38. A quinidina € o principal inibidor in vitro
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empregado para a CYP2D6. Este composto inibe tal isoforma em uma faixa de K de
0,03 a 0,40 pmol Lt (TESTINO, PATONAY, 2003). A quinidina é altamente seletiva
para a CYP2D6, no entanto, € um fraco inibidor da CYP3A, uma vez que é
metabolizado por esta isoforma (KHOJASTEH et al., 2011).

O ICso obtido para a quinidina foi de 0,04 umol L valor portanto dentro dos
reportados na literatura (TESTINO, PATONAY, 2003). Como pode ser observado na
Figura 38, a PPT ndo demonstrou atividade inibitoria relevante sobre a CYP2D6 na

faixa de concentracdo empregada apresentando um ICso >>>> 100 pumol L.
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Figura 38- Avaliagdo da inibicdo sobre a CYP2D6. Determinacéo do ICso. A) do inibidor seletivo
quinidina e B) da PPT. Condicbes empregadas no experimento: 0,25 mg mL?' de proteinas
microssomais, 30 min de tempo de incubacdo e 5 pmol L* de bufuralol.

3.4 CONCLUSOES

Com esta etapa do trabalho foi possivel concluir que a PPT € um inibidor
competitivo dose dependente da CYP1A2, apresentando um valor de Kide 1,5 pmol
L. Além disso, a PPT apresentou uma inibicdo tempo-dependente sobre a CYP1A2
com valores de Ki de 8 umol L* e kinact de 0,014 min-t. A inibicdo dose-, NADPH- e
tempo-dependente confirmam uma inibicdo baseada no mecanismo em que o modo
pelo qual a PPT liga-se a enzima é irreversivel. Este modo de inibicao € extremamente
relevante na pratica clinica, uma vez que ele é fonte de producdo de metabdlitos
reativos que podem causar hepatotoxicidade, além de outros danos ao organismo.
Além disso, uma vez que a PPT liga-se irreversivelmente a enzima, € necessaria a

producdo de novas enzimas a fim de retomar a atividade. Isso constitui um grande
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problema caso a PPT venha ser administrada concomitantemente com outros
farmacos que utilizam a CYP1A2 como via de metabolismo. As demais isoformas
avaliadas, CYP3A, CYP2C9 e CYP2D6, nao foram inibidas pela PPT dose-
dependentemente. Assim, conclui-se através deste estudo in vitro que a PPT é um
inibidor potencial da CYP1AZ2 e esta informacé&o deve ser levada em consideracdo em

futuros estudos clinicos de interacdo medicamentosa in vivo da PPT.
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Elucidacdo estrutural — dos
metabdlitos da piplartinag gerados
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CAPITULO 4

Elucidacao estrutural dos metabdlitos da piplartina gerados através da reacao
com enzimas do CYP450

4.1 OBJETIVOS

4.1.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar os metabdlitos da PPT produzidos a partir da reacéo

in vitro com enzimas do CYP450 presentes nos microssomas hepaticos humanos.

4.1.2 Objetivos Especificos

e |dentificar os metabdlitos da PPT produzidos empregando-se técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas ou a ressonancia
magnética nuclear;

e Propor as estruturas dos metabolitos baseando-se no conjunto de resultados

obtidos através da analise empregando diferentes equipamentos.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Materiais

4.2.2.1 Reagentes

Para a reacdo de derivatizacdo da PPT e seus metabdlitos foram empregados
0S seguintes reagentes: O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e
clorometiltrimetilsilano (TMCS; 98%) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e piridina
(P.A.) da Vetec Quimica Fina (Duque de Caxias, RJ, Brasil). Os demais reagentes
utilizados estao descritos na se¢ao anterior.
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4.2.1.2 Andlises Cromatogréaficas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada ao detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD)

O equipamento empregado na separagao foi anteriormente descrito na secao

4.2.1.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

O sistema para cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de
massas (CG-EM) empregado na determinacdo dos metabdlitos foi da marca
Shimadzu (Kyoto, Japéao), modelo GCMS-QP 2010, com um auto amostrador modelo
AOC-5000, também da Shimadzu (Kyoto, Japao). Foi utilizada uma coluna capilar de
silica fundida DB-1MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA). 1 pL de solucéo foi injetado no modo splitless com temperatura de injecéao
de 250°C, o intervalo de massas analisado foi de m/z 40-500 e energia de ionizagao
de 70 eV. As andlises foram realizadas no modo Full Scan, sendo empregado hélio
como gas de arraste, a uma velocidade linear de 41 cm s. A temperatura da fonte
de ions e da interface foi de 250 e 280°C, respectivamente. A temperatura inicial de
andlise foi de 100°C, sendo mantida durante 5 minutos e foi aumentada a 5°C min-!

até atingir 290°C e mantida por mais 7 min.

4.2.1.4 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CL-EM-IT)

Durante a analise dos metabodlitos foi empregado um sistema para
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UFLC) da Shimadzu (Kyoto, Japao)
(modelo 20A) acoplado ao espectrometro de massas MS-Bruker Amazon SL
(Billerica, MA, EUA) contendo como fonte de ionizagcdo o eletrospray (ESI) e
analisador lon Trap (IT). A coluna utilizada na separacéo foi Ascentis Express C18
(10 cm x 4,6 mm; 2,7 pum) (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). O modo de eluicéo
estabelecido foi 0 isocratico com a mesma propor¢cao de solventes empregados em
CLAE, acetonitrila: agua (40:60, v/v), apenas acrescentando 0,1% de &cido acético

(v/v) para promover a ionizagdo dos analitos. Apés uma transposi¢cdo de métodos da
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CLAE para a CLUE, determinou-se a vazdo de 0,5 mL min? e a inje¢édo de 10 pL
(MALDANER; JARDIM, 2009).

As condi¢des empregadas no espectrémetro de massas foram a utilizagéo de
eletrospray com energia de ionizacao no capilar de 3500 V, 60 psi de gas nebulizador,
gas de secagem a 11 L min' e temperatura de secagem de 330°C. O analisador foi

empregado na amplitude de 0,6 V.

4.2.1.5 Cromatografia Liquida acoplada a espectrdmetro de massas de alta
resolucéo (CL-EM-TOF)

Foi empregado um sistema para cromatografia liquida da Shimadzu (modelo
20A) (Kyoto, Japao) acoplado ao espectrometro de massas micro TOFII (Bruker), com
fonte de ionizacéo por eletrospray e analisador TOF (Tempo de voo, do inglés Time
of Flight), que permite andlises em alta resolucédo. As massas acuradas foram obtidas
empregando-se uma solucdo de TFA-Na' (acido trifluoroacético sodiado) para
calibracdo das massas. Foi empregado o gas nitrogénio para dessolvatacéo, tensao
do capilar de 3500 V, nebulizador 4 Bar e o Skimmer 1 e 2 foram ajustados em 40 e
22 V, respectivamente. A temperatura de secagem foi de 200°C e gas de secagem a
9 L min-t. Foram empregadas as mesmas condicdes de separacéo descritas na se¢do
4.2.1.4. Os dados foram adquiridos empregando o Software Hystar and Data Analysys
4.0 da Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha).

4.2.1.6 Cromatografia Liquida acoplada a Extracdo em Fase Sdélida e
Ressonancia Magnética Nuclear (CL-EFS-RMN)

A PPT e seus respectivos metabdlitos foram separados e pré-concentrados
empregando um sistema para cromatografia liquida da Agilent Technologies (modelo
1260 infinit) (Santa Clara, CA, EUA) composto de uma bomba quaternaria G1311B,
injecdo automatica e detector por arranjo de diodos, G1329B. Um coletor Prospekt 2
(Spark, Emmen, Holanda) contendo modulo de extracdo em fase sélida foi acoplado
ao sistema cromatogréafico a fim de coletar e armazenar a PPT e os metabdlitos

percolados pela coluna analitica. A separacdo cromatografica seguiu as condi¢cdes
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descritas na secéo 4.2.1.4 e os analitos foram eluidos em cartuchos para extracdo
em fase sélida C-18 e transferidos para tubo de RMN (177,8 mm x 3 mm, Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA).) com CD30OD para analise no espectrometro modelo Bruker
Avance Il (14.1 T) (Billerica, EUA).

4.2.1.6.1 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos 'H foram realizados empregando a sequéncia de pulso
lcpnf2-LC1D12, aplicando uma supressdo dupla em cada sinal de solvente (agua
residual do metanol e CHD20D). Os parametros LC1D12 usados para cada
experimento foram os seguintes: tempo de reciclagem de 1,0 s, janela espectral de -
4,2 a 10,8 ppm, 32000 pontos e 3,62 s de tempo de aquisi¢cdo. O pds-processamento
foi realizado a utilizando um fator de multiplicacéo de exponencial de 0,3 Hz (linha de
alargamento), fase e linha de base foram corrigidas manualmente. Os experimentos
de H- 'H COSY (cosygpppgf) foram realizados empregando a janela espectral entre
0 e 13 ppm, tempo de aquisicdo de 0,127 s, tempo de reciclagem de 2,0 s e 16 “scans”
por 128 incrementos. O acoplamento direto de *H e 3C foi obtido para o metabdlito
M3 através de experimento 1H-13C HSQC (hsqcedetgpsisp 2.3), empregando uma
janela espectral de -4,2 a 10,8 ppm para a dimenséo F2 (1H) e 0 a 160 ppm para a
dimenséo F1 (13C). Tempo de aquisicdo de 0,14 s, tempo de reciclagem (d1) de 2 s
e 128 “scans” para 256 incrementos foram os parametros empregados besta analise.

Além disso, um acoplamento médio entre 1H e 13C em 145 Hz (Cnst2) foi usado.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Procedimento de incubacao para a determinacao estrutural dos produtos

dareacdo da PPT no meio microssomal

Na pesquisa de metabdlitos, um procedimento de metabolismo in vitro foi
realizado adicionando a PPT na concentracgédo final de 283,6 umol L't. Em seguida,
adicionou-se a solucédo tampao fosfato 0,1 mol L* pH 7,4 diluido a partir da solucéo
tampéo fosfato 0,5 mol Lt pH 7,4 adquirido da BD Biosciences (Nova Jersey, EUA).

Posteriormente, foi adicionado a 10 pL da solugcdo A de regeneracdo do sistema
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NADPH (1,3 mmol L1 NADP* e 3,3 mmol L glicose-6-fosfato) e 2 pL da solucéo B
de regeneracao do sistema NADPH (0,4 U/mL glicose-6-fosfato desidrogenase). Esta
mistura foi pré-incubada durante 5 min a 37 °C. Subsequentemente, foi adicionado
HLM na concentracédo final de 2 mg mL*%, sendo a amostra em um volume final de

200 pL incubada durante 50 minutos a 37 °C em um banho sob agitagao.

4.2.2.2 Estratégia adotada na elucidacéo estrutural

As estruturas dos produtos do metabolismo in vitro da PPT foram determinadas
utilizando dados obtidos por espectros gerados por 4 instrumentos: (i) CG-EM com
ionizacdo por impacto de elétrons e analisador quadrupolo, (i) CL-EM-IT com
ionizacao através do eletrospray e analisador o ion trap, (i) CL-EM-TOF de alta
resolucdo, contendo fonte de ionizacdo o eletrospray e analisador tempo de voo e,
finalmente (iv) CL-EFS-RMN. Além disso, os resultados foram comparados com

dados reportados na literatura.

Para melhor visualizacdo dos produtos formados, a extracao liquido-liquido foi
realizada adicionando-se 1000 pL de acetato de etila ao tubo contendo a reacéo de
metabolismo (secdo 4.2.2.1). Em seguida, a amostra foi submetida a agitacdo no
agitador orbital a 1500 rpm durante 10 minutos e posteriormente foi submetida a
centrifugacédo durante 5 minutos a 2860 xg. Sucessivamente, 750 pL da fase extratora
foram coletados. Os estudos empregando os espectrometros de massas foram
realizados em escala ampliada, incubando 10 amostras independentes e, em
seguida, concentrando-as em um unico tubo, utilizando-se o ar comprimido para
concentracdo das amostras que, posteriormente foram solubilizadas em solvente
adequado para a analise. Para o estudo empregando RMN foi realizada a
concentracdo de 50 reacfes independentes em um Unico tubo de ensaio. Nas
andlises realizadas por CG-EM, apo0s a concentracdo da amostra, um processo de
derivatizacao foi realizado. Para tanto, foi empregado 200 pL de BSTFA adicionado
de 2% de TMCS e 50 uL de piridina; esta mistura foi entdo submetida ao aquecimento
a 75°C por um tempo de 120 min a fim de introduzir o grupamento trimetilsilil nas

hidroxilas dos produtos do metabolismo formados.
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A estratégia adotada para a elucidacdo estrutural incluiu o emprego de
instrumentos diversificados que proporcionaram informacdes complementares,

auxiliando na caracterizacdo das estruturas dos metabdlitos.

Inicialmente, optou-se pelo emprego do CG-EM, este instrumento € composto
por analisador do tipo ionizacéo por elétrons em que as moléculas sdo bombardeadas
por um feixe de elétrons com energia tipica de 70 eV, assim além da formacéao do ion
molecular ocorre uma fragmentacdo extensiva, permitindo a identificagdo do
composto através da analise dos fragmentos produzidos a partir de mecanismos
racionais de fragmentacdo e também por comparacdo espectral e consulta a
bibliotecas de espectros (SILVERSTEIN; WEBSTER, KIEMLE, 2006). Assim, &
possivel a comparac¢do dos dados obtidos com alguns trabalhos descritos na literatura
a respeito da elucidacao estrutural de metabdlitos da PPT (MARQUES et al., 2014;
SCHAAB et al., 2010), Os metabdlitos produzidos a partir das reacdes catalisadas
pelo CYP450 sdo frequentemente mais polares do que o farmaco precursor,
consequentemente, apresentam maior temperatura de ebulicdo. Diante desta
informacé&o, adotou-se o processo de derivatizacdo das amostras que consistiu na
substituicdo de um hidrogénio ativo por um grupamento apolar trimetilsilil,

aumentando a volatilidade e permitindo a analise por CG-EM.

O CL-EM-IT possui um analisador que permite andlises em modo sequencial,
portanto, ele foi empregado a fim de fornecer informacdes mais detalhadas sobre a
via de fragmentacdo da PPT e seus metabdlitos. A fonte de ionizacéo por eletrospray
permitiu andalises tanto no modo positivo quanto negativo gerando informacdes

adicionais a respeito das estruturas quimicas.

O CL-EM-TOF possui um analisador que permite analises em alta resolucéo.
A massa acurada calculada leva em consideracéo a diferenca entre a massa exata
(tedrica) e a massa medida (acurada) em relacdo a massa tedrica, expressa em ppm
(partes por milhdo). Erros abaixo de 5 ppm s&o usualmente aceitos na determinacao

de uma composicao elemental definitiva (LANCAS, 2013).

Finalmente, o CL-EFS-RMN foi empregado na determinacéo da posicao exata
onde ocorreu a reacdo de metabolismo, uma vez que o0s instrumentos de
espectrometria de massas determinaram apenas a regido da modificacdo (regiao

lactamica ou cinamica) e o tipo de reacao de metabolismo (por exemplo, hidroxilagao
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ou epoxidacao). Assim, 0s espectros gerados dos metabdlitos foram comparados com
0 espectro da PPT. Apesar deste estudo ter sido realizado em uma escala ampliada
(50 amostras), a elucidacao estrutural dos metabdlitos da PPT empregando o RMN
sofreu limitacdes devido a baixa producédo dos metabdlitos a partir do metabolismo in

vitro.

4.2.2.3 Modelo computacional empregado em combinag&o com os dados
obtidos com o CL-EM-IT

Os mecanismos de fragmentacao para a PPT protonada foi sugerido com base
no sitio de protonacdo obtido pela analise do mapa do potencial eletrostatico
molecular. Inicialmente, a geometria da PPT foi otimizada usando o modelo B3LYP/6-
31+G (KOHN; BECKE; PARR, 1996) implementado no programa Gaussian 03. O
mapa do potencial eletrostatico foi gerado a partir da densidade eletrénica usando o
programa Molekel 5.4.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Identificacéo e caracterizacdo estrutural da PPT e seus metabdlitos

4.3.1.1 Analises por CLAE-DAD

Inicialmente, os metabdlitos da PPT foram visualizados a partir da reacédo das
enzimas microssomais sobre a PPT, empregando-se o detector de arranjo de diodos,
no qual, a diminuicdo da &rea da PPT metabolizada quando comparada com o
controle (amostras sem cofator e, portanto, que ndo sofreram metabolismo) (Figura
39A e B) foi monitorada além da formacdo de novos compostos com um perfil de
espectro de absorcdo no UV semelhante ao da PPT (Figura 40). As condicfes para
promover o metabolismo usadas neste estudo foram tempo de incubacdo de 40
minutos e concentracdo de proteinas microssomais de 2 mg mL*, gerando uma
porcentagem de metabolismo de 77%. Uma Unica amostra (n = 1) foi extraida com
acetato de etila de acordo com o protocolo descrito na sec¢ao 4.2.2.1 e injetada no
equipamento de CLAE-DAD.
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Figura 39- A) (A) Cromatograma representativo do branco microssomal sem a adicdo de PPT, (B)
controle sem o cofator NADPH, (C) amostra que sofreu metabolismo. Condi¢cdes do metabolismo:
Concentracao final no meio microssomal de 289,6 pmol L de PPT, 2 mg mL 1 de proteina microssomal
e tempo de incubacdo de 40 min. B) Cromatograma ampliado da amostra de PPT que sofreu
metabolismo, com destaque para os metabdlitos formados 1, 2 e 4 e a PPT (3). Condicédo
cromatogréfica: coluna Shim-pack VP-ODS Shimadzu® (250 mm x 4,6 mm x 5 um), vazdo da fase
moével 1 mL mint. O comprimento de onda foi fixado em 220 nm. Volume injetado: 20 uL. Fase mdvel
acetonitrila:agua 40:60, (v/v). Temperatura de anélise 32°C.



105

10.04

I 1y | el 2)

004
a0 = .
25
200 m e 50 s 700 - T T T T T T
< h = ! 200 300 400 500 600 700 nm
AL AU
50
5 175
53 3) 4)
e 150
# I\ ’f 125 /\
9 120 f
54
754
209 |&
W 509
153
25
109
3 ",
59 0.0 o e g
a4 — o o -5
e 504
T T T T T T T T T T T T
22 30 400 500 500 700 - 200 30 400 500 500 700 nm

Figura 40- Espectros de absorgdo no UV-Vis. Namero 3) corresponde a PPT e nimeros 1), 2) e 4) aos
provaveis metabdlitos. Intervalo de absorgédo: 190 a 800 nm.

Portanto, a partir desta analise inicial empregando o detector DAD, verificou-
se a producao de novos compostos a partir da reagcdo de metabolismo da PPT com
HLM. Com isso, iniciou-se o estudo de elucidacdo estrutural destes metabdlitos
formados utilizando-se diversos instrumentos de cromatografia acoplados a

espectrémetros de massas e ressonancia magnética nuclear.

4.3.1.2 Analises por CG-EM

A incubagdo da PPT com HLM resultou na formacdo de 4 metabdlitos,
denominados M1, M2, M3 e M4 (Figura 41). Estes metabdlitos ndo foram observados

apos a incubacédo de amostras controles sem adicdo de NADPH.
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Figura 41- Cromatograma obtido através da analise por CG-EM para andlise da piplartina e seus
metabdlitos. Condi¢des cromatogréficas: coluna DB-1MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). Foi utilizado o
modo “Full Scan” analisando o intervalo de m/z 50-600 com splitless, gas de arraste hélio com uma
velocidade linear de 42,9 cm s Tinjeca0=250°, Tronte deions= 250°C € Tinterface= 280°C. A temperatura inicial
de andlise foi de 100°C, sendo mantida durante 5 minutos e foi aumentada a 5°C mint até atingir
290°C. ():Controle sem adicdo de NADPH, (_): Amostra apés metabolismo com HLM. Foi empregado
um pool de 10 replicatas a partir da concentragédo de 283,6 umol L'! de piplartina: (PPT) Piplartina, tr
40,26 min; (M1) O-desmetilado, tr 41,37 min; (M2) epoxidado, tr 41,64 min; (M3) mono-hidroxilado, tr
42,57 min; (M4) diidroxilado mais reducéo, tr 43,41 min.

A partir da comparacdo dos cromatogramas da amostra controle, que nao
sofreu metabolismo, e a amostra teste que reagiu com as enzimas do CYP450 é
possivel verificar que houve decaimento da area da PPT apdés o metabolismo,
indicando que a substédncia € metabolizada pelas enzimas presentes nos
microssomas, gerando os produtos M1, M2, M3 e M4, além disso verificou-se a
presenca de um quinto metabdlito no tempo de retencédo de 42,04 min que trata-se
de um metabdlito mono-hidroxilado gerado a partir da reacdo no anel lactamico da
PPT (Apéndice 1). Com o objetivo de determinar a estrutura destes novos compostos
produzidos a partir da reacao de metabolismo, os espectros da PPT e dos metabdlitos
foram analisados. Na andlise dos produtos gerados foi empregada a derivatizacao
das amostras, com isto foi introduzida uma massa molar de 72 g/mol em cada

hidroxila presente nas estruturas.

A porcentagem relativa da PPT e seus metabdlitos formados durante a reagéo

com HLM estdo demonstrados na Tabela 16. Como € possivel verificar o0 metabdlito



107

M4 forma-se em maior quantidade em relacdo aos demais metabdlitos em um tempo

de reacdo de 50 min.

Tabela 16- Porcentagem relativa da PPT e seus metabdlitos durante a reacdo de metabolismo
microssomal.

Composto? tr (Min) Area % Relativa
PPT 40,26 2197166 44,21
M1 41,37 66350 1,33
M2 41,64 368916 7,42
M3 42,57 766463 15,42
M4 43,41 1570076 31,59

a As condi¢cbes empregadas para a obtencdo dos dados foram as mesmas descritas na Figura 42.

4.3.1.2.1 Anéalise Estrutural da PPT

Com o objetivo de propor a estrutura dos metabdlitos formados inicialmente foi
necessario caracterizar a estrutura da PPT através da andlise do espectro obtido. A
PPT possui o ion molecular m/z 317 e ion base m/z 221, que neste estudo foi
considerado um ion diagnostico, facilitando a elucidagcéo estrutural da PPT e seus
respectivos metabolitos, uma vez que através da manutencdo ou nédo deste ion é
possivel afirmar o local da molécula que sofreu modificacdo. A molécula da PPT
possui duas porcOes principais conectadas através de uma dupla ligacdo na
geometria trans, a porcao cinamica e a porcao lactamica (Figura 42) (BOLL et al.,
1984).

Regido Cinamica .+ Regido Lactamica

OCH; m/z 317 OCH; m/z 221
Piplartina fon Diagnéstico

Figura 42- Estrutura da PPT e seu respectivo ion-produto, o qual € usado para o diagnostico, m/z 221.
Fonte: MOREIRA et al. 2016b.
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Os principais ions observados a partir da fragmentacdo da PPT por ionizacao
por elétrons sdo m/z 302, 221, 274, 190 e 163 (Figura 43) e os ions podem ter sido

formados de acordo com o proposto na Figura 44.
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Figura 43- Espectro de massas da PPT, tr 40,26 min (PPT), obtido a partir da fonte de ionizacdo de
ionizagdo por elétrons.
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Figura 44- Proposta de fragmentacéo para os ions da PPT empregando o impacto de elétrons, tr 40,26
min. Baseado em (MARQUES, 2013).
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A via A resulta na formacdo do ion m/z 302 através de uma cisdo homolitica
entre a metila e o oxigénio da metoxila na posicédo para em relacdo a cadeia lateral
(MARQUES, 2013). O ion m/z 302 sofre contragédo de anel no anel lactamico devido
a perda de CO (via J), produzindo o ion m/z 274.

A via B leva a producado de ion através da perda de CO presente no anel
lactamico, resultando no ion m/z 289. A partir deste fragmento € possivel produzir o
ion m/z 221 (via E) pela perda de CsHsN. Além disso, este ion pode ser o precursor
do ion m/z 274 (via D) através da perda de sua metila na posicao para.

Uma cisdo homolitica entre o nitrogénio e o oxigénio da funcdo amida (via C)
leva a formacao do ion acilio m/z 221. A desmetoxilacado da estrutura que produz o
fragmento m/z 190 (via G) pode ter ocorrido tanto em C-12 quanto em C-14, devido a
simetria existente no anel benzénico. Em seguida, ocorre uma eliminacao de CO (via
) formando o ion m/z 163. A desmetilacdo da metoxila do anel benzénico (via F) leva
a formacao do ion m/z 206, esta perda ocorre na posi¢do para em relacdo a cadeia
lateral, devido a estabilizacdo do anel (MARQUES, 2013). O ion m/z 221 ainda é

precursor do fragmento m/z 193 pela perda de CO (via H).

4.3.1.2.2 Anéalise Estrutural do metabdlito M1

O metabdlito M1, que tem seu espectro de massas demonstrado na Figura 45,
corresponde a um produto de metabolismo resultante de uma O-desmetilacdo na

porcao 3,4,5-trimetoxicinamica da estrutura da PPT (Figura 46).
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Figura 45- Espectro de massas do composto O-desmetilado, tr 41,37 min (M1) obtido a partir da fonte
de ionizacao de ionizacao por elétrons.
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Para facilitar a interpretacdo dos resultados dos metabélitos M1, M2, M3 e M4
e a fim de comparacdo com outros trabalhos, nas figuras os valores das razfes
massa/carga demonstradas correspondem ao valor real, subtraindo-se a massa
adicionada pela reacédo de derivatizacao, o valor real obtido devido a derivatizagdo da

amostra encontra-se entre parénteses.
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Figura 46- Proposta de fragmentagdo para os ions do metabdlito O-desmetilado da PPT (M1)
empregando o impacto de elétrons, tr 41,37 min.

As fragmentacGes sdo semelhantes aquelas apresentadas por Schaab et al.
(2010), na qual propds o ion molecular m/z 303 e os fragmentos m/z 275 (via B),
correspondendo a perda de um monodxido de carbono e o ion m/z 207 (via C)
(SCHAAB et al., 2010). No presente trabalho outros fragmentos foram identificados
além daqueles descritos por Schaab et al. (2010). A partir da analise das vias de
fragmentacédo de M1 é possivel afirmar que a modificacdo da estrutura n&o ocorre na
porcao lactamica da molécula, uma vez que o ion diagndstico m/z 221 nao é formado,
mas sim o ion acilio m/z 207 (via C), de fundamental importancia para a
caracterizagdo do perfil de oxidagdo da molécula. A via B retrata a contracdo do anel
lactamico devido a descarbonilagédo no citado anel, resultando no fragmento m/z 275.
A via N corresponde a porcdo do anel lactamico ligado ao grupamento carbonila,
sendo que a carga se estabiliza sobre o oxigénio deste ultimo grupamento (ion m/z
124). Este ultimo fragmento sofre perda de CO (via O) produzindo o ion m/z 96.
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Finalmente, a via K corresponde a uma abertura no anel lactamico devido a um
rearranjo na estrutura. Uma cisdo homolitica entre o nitrogénio e o oxigénio produz o
ion m/z 81 (via L). Este ultimo sofre uma descarbonilacdo (via M), produzindo o ion
m/z 53.

4.3.1.2.3 Anélise Estrutural do metabdlito M2

O metabdlito M2, que tem seu espectro demonstrado na Figura 47, foi
produzido a partir de uma epoxidac¢ao no anel lactamico da PPT. Como mostrado na
Figura 48, a via A corresponde a uma perda de grupamento metil na porcao 3,4,5-
trimetoxicindmica resultando no fragmento m/z 318. Este fragmento sofre uma
descarbonilacdo no anel lactamico, resultando no ion m/z 290 (via J). A via B
corresponde a uma perda de CO no anel lactamico, produzindo o ion m/z 305.
Finalmente, a via C corresponde a formacao do ion diagnostico m/z 221. A partir deste
fon, vérias vias de fragmentacdo sdo geradas (vias F, G e H), produzindo os

fragmentos demonstrados na Figura 48.
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Figura 47- Espectro de massas do composto epoxidado, tr 41,64 min (M2) obtido a partir da fonte de
ionizacao de ionizacéo por elétrons.
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Figura 48- Proposta de fragmentacdo para os ions do metabdlitoepoxidado (M2) empregando o
impacto de elétrons, tr 41,64 min.

4.3.1.2.4 Anélise Estrutural do metabdlito M3

O metabdlito M3, espectro de massas representado na Figura 49, é resultado
de uma mono-hidroxilagdo no anel lactamico, gerando o ion molecular m/z 333
(Figura 50). Os fragmentos observados também foram similares aos descritos por
Marques et al. (2014) e Marques (2013). A via A corresponde a uma perda de
grupamento metil na por¢do 3,4,5-trimetoxicindmica resultando no fragmento m/z
318. Este fragmento sofre uma descarbonilacado no anel lactamico, resultando no ion
m/z 290 (via J). A via B corresponde a uma perda de CO no anel lactamico,
produzindo o ion m/z 305. A via C é responsavel pela formacéo do ion diagndstico
m/z 221. A partir deste ion sdo gerados diversos ions a partir das vias F, G e H,

produzindo os fragmentos demonstrados na Figura 50.
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Figura 49- Espectro de massas do composto mono-hidroxilado, tr 42,57 min (M3) obtido a partir da
fonte de ionizacéo de ionizagao por elétrons.
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Figura 50- Proposta de fragmentacéo para os ions do metabdlito mono-hidroxilado (M3) empregando
0 impacto de elétrons, tr 42,57 min.

4.3.1.2.5 Anélise Estrutural do metabélito M4

O dUltimo produto observado foi o metabdlito M4 (espectro de massas
demonstrado na Figura 51), resultante de uma reducdo no anel lactamico e insergéo
de duas hidroxilas no mesmo anel (Figura 52). O ion molecular m/z 351 € precursor
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de trés vias de fragmentacédo A, B e C. A via A é gerada pela perda de um grupamento
metila na porcgéo 3,4,5-trimetoxicinamica formando m/z 336 que sofre duas perdas de
CO consequentes, resultando nos fragmentos m/z 308 (via J) e m/z 280 (via P). A via
C corresponde a formacéo do ion m/z 221 e seus fragmentos resultantes das vias F,

G e H, ja descritos anteriormente.
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Figura 51- Espectro de massas do composto di-hidroxilado seguido de reducéo, tr 43,41 min (M4)
obtido a partir da fonte de ionizacédo de ionizagao por elétrons.
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Figura 52- Proposta de fragmentacéo para os ions do metabdlitoque sofreu reducéo e di-hidroxilagéo
(M4) empregando o impacto de elétrons, tr 43,41 min.

A partir da analise destes resultados, foi possivel propor a possivel estrutura
dos metabdlitos gerados, no entanto, apenas com essa ferramenta ndo € possivel
afirmar o local exato das modificagbes. Assim, com o objetivo de obter uma
elucidacdo estrutural mais acurada foram empregados outros instrumentos de
espectrometria de massas a fim de complementar os resultados obtidos a partir da

analise por CG-EM.

4.3.1.2.6 Resumo dos resultados obtidos com CG-EM

Durante a caracterizacdo estrutural usando o CG-EM, devido o processo de
derivatizacao, verifica-se a adicdo de 72 unidades de massa a cada grupamento
hidroxila presente na estrutura dos metabolitos, como pode ser observado na Tabela

17 que contém os principais ions formados e sua respectiva intensidade no espectro.
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Tabela 17- Principais fragmentos obtidos com CG-EM para a PPT e seus respectivos metabdlitos.

Andlise CG-EM

Tempo de )
Analitos retencdo (min) lons fragmentos 2
318 (18) 317 (100) 302 (7) 274 (32) 221 (93) 206 (13) 190

PPT 40,26 (26) 163 (19)
M1 4137 375 (70) 347 (9) 279 (36) 249 (43) 222 (18) 221 (20) 175

' (21) 137 (25)
M2 41,64 334 (14) 333 (100) 290 (29) 221 (91) 206 (10) 190 (34)

177 (43)

M3 42,57 405 (45) 362 (6) 221 (100) 206 (8) 190 (18) 163 (9)
M4 43,41 496 (12) 495 (31) 260 (23) 221 (100) 206 (7) 190 (14)

am/z (intensidade relativa)

A partir da interpretacdo dos espectros de massas obtidos, a estrutura quimica
proposta para cada metabdlito estd demonstrada na Figura 54. Considerando que a
identificacdo do ion diagnostico m/z 221 foi essencial durante a proposta de
fragmentacdo dos metabolitos. Sucintamente, apds observar e analisar 0s espectros
obtidos pode-se sugerir que os metabdlitos foram produzidos a partir das seguintes
reacoes: (i) desmetilacao no anel 3,4,5-trimetoxicinamico (M1), (ii) epoxidac&o no anel
lactamico (M2), (iii) uma simples oxidacdo no anel lactamico (M3) e, finalmente, (iv)

duas oxida¢cbes com uma reducéo no anel lactamico (M4) (Figura 53).



117

Figura 53- Estruturas quimicas propostas a partir da analise por CG-EM dos metabdlitos da PPT apés
metabolismo por HLM. O pontilhado envolvendo parte da molécula corresponde aos possiveis locais
onde podem ocorrer a reagdo quimica.

4.3.1.3 Analises por CL-EM-IT

4.3.1.3.1 Estudo computacional de reatividade da PPT

A fim de compreender a reatividade da PPT e, consequentemente de seus
metabdlitos formados, foi utilizada uma ferramenta da quimica computacional com o
objetivo de predizer os sitios de protonacdo da molécula. Apesar de alguns dados
fisico-quimicos da PPT serem encontrados na literatura, tais como o pKa de -1,88
(SCIFINDER), tais dados consideram a molécula em solugéo, nao correspondendo a
situagdo encontrada durante a ionizacdo da molécula em um instrumento de
espectrometria de massas, no qual a substancia em estudo encontra-se na fase de
vapor. Nesta situacdo algumas propriedades como, por exemplo, a ordem de
basicidade das aminas e de acidez dos alcoois, pode ser inversa aquela verificada
em solucdo. Com isso, a predicdo do sitio mais susceptivel a protonacdo ou a
desprotonacao torna-se dificil (VESSECCHI et al., 2008). Neste contexto, o estudo

computacional de reatividade é importante como ferramenta durante o estudo de

fragmentacdo de uma molécula.

A Figura 54 apresenta o mapa de potencial eletrostatico molecular da PPT,
este descritor indica os sitios mais provaveis de protonacdo, onde as regifes em
vermelho indicam regibes nucleofilicas, capazes de acomodar um proton. Este

resultado sugere que as carbonilas C2 e C7 sdo os possiveis sitios de protonacao.
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Figura 54- Mapa de potencial eletrostatico molecular da piplartina.

4.3.1.3.2 Estudo de fragmentacédo da PPT e seus metabdlitos empregando CL-
EM-IT

A fim de confirmar os dados obtidos através do CG-EM e obter mais
informacBes a respeito da estrutura dos metabdlitos, um aparelho de CL-EM-IT
equipado com analisador do tipo lon Trap foi empregado. A vantagem deste
analisador de massas é que ele permite obter espectros de massas sequenciais,
consequentemente uma via de fragmentacéo mais detalhada é alcancada, auxiliando
na elucidacdo estrutural do composto em estudo. A Figura 55 corresponde ao
cromatograma de uma amostra metabolizada, contendo a PPT e seus produtos de

metabolismo.
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Figura 55- Cromatograma de CL obtido a 325 nm, correspondendo & analise da PPT apds reacdo com
HLM. CL-EM-IT operando no modo positivo e negativo. Condi¢des cromatograficas: Coluna Ascentis
Express® C18 (10 cm x 4,6 mm, 2,7 um tamanho da particula) e agua:acetonitrila (60:40, v/v), ambos
contendo 0,1% &cido acético (v/v) como fase moével. Vazéo de 0,5 mL/min; volume de injecdo: 20 pL.
Condicbes no EM: O géas nebulizador (60 psi) e de secagem (11 L/min, 330 °C) foi o nitrogénio.
Voltagem do capilar de 3500 V. Compostos: M4 tr 3,1 min, M3 tr 4,2 min, M1 tr 4,8 min, PPT tr 8,8

min e M2 tr 9,5 min.

A partir da analise dos espectros, tanto no modo positivo quanto do modo

negativo, foi possivel verificar os mesmos metabdlitos visualizados com o instrumento

anterior. A Tabela 18 resume os principais fragmentos obtidos através do modo MRM

(monitoramento de reac¢des multiplas), tanto no modo positivo quanto no negativo,

empregando um instrumento de CL-EM-IT.
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Tabela 18- Resumo dos fragmentos obtidos no modo positivo e negativo para a PPT e seus produtos
de metabolismo empregando-se CL-EM-IT.

CL-EM-IT
Analitos :
TemPo de_ modo 'on N ion produto*
retencao (min) precursor
- 221 (100) 206 (45) 193 (50) 190
positivo il oy (100) 189 (60) 163 (60)
PPT 8,8 | 301 (100) 286 (90) 258 (100)
negativo  316(80) /3 20) 229 (10) 216 (90) 148 (5)
- 302 (5) 207 (80) 175 (100) 190 (8)
positivo 304 (0) 163 (7) 147 (7) 119 (12)
M1 4.8
negatvo 302 (0) 205 (100) 190 (5)
positivo 334(0) 305 (5) 221 (100) 190 (100) 164 (20)
M2 9,5 .
negathO = -
_ 221 (100) 193 (100) 190 (90) 206
- s positivo 334 (0) (34) 174 (38) 163 (32) 142 (20)
’ negativo  332(20) 314 (30) 236 (100) 220 (75) 152 (40)
-~ 221 (100) 193 (100) 190 (70) 206
HOSIID Ay (50) 178 (20) 164 (10)
M4 50,
negatvo 332 (40) 317 (15) 289 (10)

* Razdo m/z (intensidade)

4.3.1.3.2.1 Anédlise estrutural da PPT

As Figuras 56 e 57 apresentam o espectro de fragmentacdo da PPT no modo

positivo e negativo, respectivamente.
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Figura 56- Espectro de massas no modo positivo da PPT, através da analise por CL-EM-IT.
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Figura 57- Espectro de massas no modo negativo da PPT, através da analise por CL-EM-IT.

Empregando-se o eletrospray, os ions fragmentos formados a partir do ion
diagnostico m/z 221 da PPT no modo positivo correspondem a fragmentos
semelhantes aos obtidos através do impacto de elétrons. Foram observadas trés vias
de fragmentacao principais a partir do ion acilio formado (vias a, b e c) (Figura 58).

As reacdes que produzem os fragmentos obtidos nas vias a, b e ¢ sao
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descarboxilacdo, desmetilacdo da metoxila e desmetoxilacdo, respectivamente
(SILVA-JUNIOR, 2013). Diferentemente do comportamento observado em técnicas
de ionizacao brandas, as vias b e ¢ ndo obedecem a regra do elétron-par e produzem
fragmentos céations radicais (SILVA-JUNIOR, 2013; VESSECCHI et al., 2010). A
ocorréncia deste tipo de ligacdo resulta do sistema de ressonéncia que envolve as
ligacbes C-O, tornando-as susceptiveis a cisées homoliticas devido ao
enfraquecimento de tais ligacées (SILVA-JUNIOR, 2013).

H
® o b @, ”7®
l) /\( ) //O /O
e NN o) N (a) o
Em— — > \O
-5 IF \ Do &, Mz 193
~N
(0] (c) O
~ S miz 221
PPT )
CH
m/z 318 ocH; @ °
®
® 0
(20 _0 N =
: A
\O/Q/M ]
O  miz190 O
m/z 206
l-co
X®
~o
O_  m/z163

Figura 58- Via de fragmentacao da PPT protonada, através do emprego do CL-EM-IT.

4.3.1.3.2.2 Analise estrutural do metabdlito M1

Os espectros de fragmentacdo do metabdlito M1 no modo positivo e negativo
estdo demonstrados nas Figuras 59 e 60, respectivamente. Analisando os dados
obtidos, confirma-se através da falta do ion diagndstico m/z 221 que o metabolito M1
€ formado a partir de uma modificagdo no anel 3,4,5-trimetoxifenil, gerando o ion
produto m/z 207 no modo positivo a partir da molécula protonada ([M1+H]*, m/z 304)
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(Figura 61). No modo negativo, o espectro da molécula desprotonada exibe o
fragmento m/z 205 como pico base, correspondendo a um ion produzido a partir de
um rearranjo sigmatrépico através da formacao de um anel de 6 membros O(2)-C3-
C4-C5-C6-H (SARTORI et al., 2014) (Figura 62).
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Figura 59- Espectro de massas no modo positivo de M1, através da analise por CL-EM-IT.
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Figura 60- Espectro de massas no modo negativo de M1, através da analise por CL-EM-IT.
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Figura 61- Mecanismo de fragmentacao para o metabdlito M1 protonado, através do emprego do CL-
EM-IT.
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Figura 62- Mecanismo de fragmentacao para o metabdlito M1 desprotonado, através do emprego do
CL-EM-IT.

4.3.1.3.2.3 Andlise estrutural do metabélito M2

A Figura 63 apresenta o espectro de fragmentacao obtido através do emprego
do CL-EM-IT no modo positivo. O metabdlito M2 deriva de uma reacao de epoxidagcao
no anel lactamico da PPT, a partir da molécula protonada ([M2+H]*, m/z 334) é
produzido o ion diagnéstico m/z 221 (Figura 64). Os fragmentos formados a partir do
ion diagnéstico foram idénticos aos observados para a PPT. Durante a andlise no
modo negativo néo foi possivel obter fragmentacao de tal molécula devido a falta de
um grupamento hidroxila na estrutura, confirmado também pela auséncia de

eliminag&do de molécula neutra de agua.
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Figura 63- Espectro de massas no modo positivo de M2, através da analise por CL-EM-IT.
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Figura 64- Mecanismo de fragmentacao para o metabdlito M2 protonado, através do emprego do CL-
EM-IT.

O metabdlito M2 possui em sua estrutura, um grupamento eletrofilicamente
reativo, o epdxido. A formacdo de metabdlitos eletrofiicamente reativos (MRs) é
considerada indesejavel durante a etapa de desenvolvimento de um novo
medicamento. Os MRs estdo relacionados a inibicdo baseada no mecanismo que
pode causar ligacdes irreversiveis a enzima do CYP450, resultando em interacdes
medicamentosas graves. Além disso, os MRs estdo associados a reacfes
idiossincraticas que podem ser causadas pela interacdo covalente do metabdlito
reativo (MR) com proteinas celulares, acarretando em uma disfuncao celular ou uma

resposta imune via formacdo de um hapteno, além de estar relacionado a
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modificacdes covalentes no DNA, resultando em mutagenicidade (KALGUTKAR;
DALVIE, 2015). Considerando as graves consequéncias dos MRs ao organismo,
alguns farmacos protoétipos, capazes de gerar tais substancias toxicas, foram
retirados ou ainda permanecem com restricbes no mercado (Black Box Warning),
dando lugar a sucessores estruturalmente relacionados, mas com uma seguranca
marcadamente comprovada (STEPAN et al. 2011). Como exemplo, pode-se citar o
antipsicético clozapina o qual tem seu uso limitado devido a alta incidéncia de
agranulocitose, hepatotoxicidade e miocardite. Enquanto que seus analogos
estruturais, quietiapina e loxapina, ndo estdo associados a estes efeitos adversos
(LIU; UETRECHT, 1995). Njuguna et al. (2012) destacam o atrito entre a descoberta
de novos farmacos a partir de produtos naturais e a presenca de produtos reativos
formados a partir da biotransformacéo, o qual trata-se de um evento relativamente
comum (NJUGUNA et al., 2012).

Os MRs além de ligarem-se covalentemente aos compontentes nucleofilicos
das células gerando danos eles podem formar ligacdes tioéter ou tioéster com o0s
residuos de cisteina da molécula de GSH. Esta conjugacdo pode ou ndo requerer a
catélise pela enzima GST. A molécula de GSH hidrofilica aumenta substancialmente
a polaridade do composto original. Posteriormente, o grupo amino do residuo de
cisteina presente no conjugado € acetilado pela acdo de N-acetiltransferases
intracelulares para formar o correspondente 4cido mercaptarico que é eliminado pela
urina (COLLEMAN, 2005; TANG; ZHANG, 2012). Uma possivel via de detoxificacdo

do metabdlito M2 a partir da conjugacdo com GSH esta demonstrada na Figura 65.
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Figura 65- Mecanismo hipotético de detoxificagcdo de M2 a partir da conjugacdo com GSH. Baseado
em Colleman (2005).

4.3.1.3.2.4 Analise estrutural do metabdlito M3

As Figuras 66 e 67 contém os espectros de fragmentagcdo do metabdlito M3 no
modo positivo e negativo, respectivamente. Uma oxidacdo no anel lactamico da PPT
resultou na formacéo do metabolito M3 ([M3+H]*, m/z 334), o qual apresenta 0 mesmo
fon diagnostico m/z 221 no modo positivo, como pode ser observado na proposta de
fragmentacdo do metabolito M3 apresentado na Figura 68. A andlise no modo
negativo mostra a perda de uma molécula de H20 a partir do anel lactamico de m/z
332 [M-H], produzindo o ion fragmento m/z 314. Além disso, a partir do mesmo ion
precursor foi formado o ion m/z 236 ap6s uma abertura do anel e a migracdo de um
hidrogénio contido em C3, resultando em uma perda neutra de C4H4O2 (Figura 69).
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Figura 66- Espectro de massas no modo positivo de M3, através da andlise por CL-EM-IT.
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Figura 67- Espectro de massas no modo negativo de M3, através da analise por CL-EM-IT.
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Figura 68- Mecanismo de fragmentacao para o metabdlito M3 protonado, através do emprego do CL-
EM-IT.
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Figura 69- Mecanismo de fragmentacao para o metabdlito M3 desprotonado, através do emprego do
CL-EM-IT.

4.3.1.3.2.5 Anédlise estrutural do metabdlito M4

As Figuras 70 e 71 contém os espectros de fragmentacdo do metabolito M4 no
modo positivo e negativo, respectivamente. Finalmente, o Ultimo metabdlito
identificado (M4) foi produzido a partir da adicdo de dois atomos de oxigénio e dois
de hidrogénio no anel lactamico da PPT. Através da analise empregando-se CL-EM-
IT, o metabdlito M4 (m/z 352 [M4+H]*) foi fragmentado a m/z 221 no modo positivo,
similarmente aos demais metabolitos que sofreram modificagbes no anel lactamico
(M2 e M3), mas sem modificagBes na porcao cinamica (Figura 72). O metabdlito M4
no modo negativo ([M-H];, m/z 350) mostrou um ion fragmento m/z 332 derivado de

uma perda neutra de H20. Além disso, o ion m/z 317 pode ter sido formado pela perda
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de um radical metila a partir do ion m/z 350. O ion fragmento m/z 289 é gerado pela

perda neutra de CO a partir do ion m/z 350 (Figura 73).
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Figura 70- Espectro de massas no modo positivo de M4, através da analise por CL-EM-IT.
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Figura 71- Espectro de massas no modo negativo de M4, através da analise por CL-EM-IT.



131

~ 7 H+ O@
=
o) 0 ~—7
_0O X N - CsHgNO -
- g o)
o) o) OH O
- OH
- m/z 221

Figura 72- Mecanismo de fragmentacao para o metabdlito M4 protonado, através do emprego do CL-

EM-IT.
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Figura 73- Mecanismo de fragmentacéo para o metabdlito M4 desprotonado, através do emprego do
CL-EM-IT.

4.3.1.4 Analises por CL-EM-TOF

O dltimo instrumento empregado durante a caracterizagdo estrutural dos
metabolitos formados foi o CL-EM-TOF, o qual apresenta um analisador em alta
resolucdo, capaz de atribuir a massa exata dos compostos em andlise. A Figura 74
apresenta o cromatograma de EM obtido a partir do TIC (Total lon Chromatogram) no
modo positivo, enquanto que a Tabela 19 resume os principais fragmentos obtidos
com o emprego do CL-EM-TOF. O Apéndice 2 contém os espectros de massas

obtidos com estas analises.
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Figura 74- Cromatograma de EM obtido a partir do TIC no modo positivo, correspondendo a analise
da PPT apds o metabolismo com HLM. Condi¢c8es no CL-EM-TOF: Condi¢Bes cromatogréficas: Coluna
Ascentis Express C18 (10 cm x 4,6 mm, 2,7 um tamanho de particula) e agua:acetonitrila (60:40, v/v),
ambos contendo 0,1% &cido acético (v/v) como fase movel. Vazao de 0,5 mL/min; volume de injecéo:
20 pL. Condi¢cbes no EM: voltage no capilar de 3500 V. Nitrogénio foi usado como gas nebulizador (4
bar) e de secagem (9 L/min and 200°C). O Skimmer 1 e 2 foram mantidos a 40 e 22 V, respectivamente.
Compostos: M4 tr 2,9 min, M3 tr 4,1 min, M1 tr 4,8 min, PPT tr 8,5 min e M2 tr 9,4 min.

A massa exata observada para a PPT e cada metabdlito, quando comparada
com a massa calculada, apresentou um erro abaixo de 5 ppm, indicando a eficacia
na obtencdo da massa exata a partir da analise empregando CL-EM-TOF (Tabela
19).

Tabela 19- Dados da massa exata da PPT e seus metabdlitos empregando-se CL-EM-TOF.

Erro Férmula
Analito Massa exata Massa acurada
(ppm) Molecular
PPT 318,13359 318,13289 2,2 C17H20NOs*
M1 304,11795 304,11084 1,0 C16H1sNOs*
M2 334,13359 334,12685 50 C17H20NO6*
M3 334,12851 334,12820 3,8 C17H20NOs6*

M4 352,13908 352,13782 3,6 C17H22NO7*
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4.3.1.5 Analise da PPT por RMN
4.3.1.5.1 Analise da PPT e seus metabdlitos por CL-EFS-RMN

As analises empregando a espectrometria de massas possibilitaram a
determinacao da regido das reacdes do CYP450 sobre a PPT, porcdo cinamica ou
porcao lactamica, enquanto que os experimentos com o RMN determinaram as
posi¢cdes exatas das modificagBes. Com isso, esta Ultima técnica foi empregada como
auxiliar na determinacdo das estruturas propostas. Os espectros de RMN obtidos

estdo demonstrados no Apéndice 3.

Baseado nos sinais de RMN de 'H observados para M1 (Tabela 20), é possivel
confirmar a mesma estrutura proposta para a PPT, exceto pela desalquilacdo do
grupo metila da metoxila na posicdo meta, representado pela diminuicdo da
integracédo de 6H para 3H em & 3,89 (s, 3H) (Tabela 20). A funcédo epoxido proposta
para M2 foi avaliada pela comparag¢éo dos sinais correspondentes ao anel lactamico
tendo a PPT como padrédo (Tabela 20). Foi verificada para M2 uma formacao de
epoxido na configuracdo cis entre C-3 e C-4. Enquanto os hidrogénios em & 6,03
(1H; dt; 9,7 Hz; 1,8 Hz; H-3) e 7,10 (1H; dt; 9,7 Hz; 1,9 Hz; H-4) correspondem a
ligagdo dupla A®* da PPT, o sinal de H-3 em d 3,59 (1H; d; 4,1 Hz) e o sinal de H-4
em 0 2,46 (1H, m) corroboram a presenca do grupo epoxido em M2 (Tabela 20). Os
H-5 de M2 nado sao equivalentes, portanto € observado para H-5a um duplo dupleto
em 0 2,13 (1H; dd; 13,5 Hz; 5,7 Hz) e para H-5b um duplo dupleto em & 2,10 (1H; dd;
13,5 Hz; 5,7 Hz). O duplo duplo tripleto em & 4,30 é um sinal associado ao H-6 com
constantes de acoplamento de 13,4 Hz dos hidrogénios geminais e 5,7 e 1,3 Hz
associados aos acoplamentos pseudo axial-axial e pseudo axial-equatorial. A
hidroxilacéo proposta para M3 ocorre no C-5 (Tabela 20) e pode ser confirmada pela
presenca de um duplo dupleto em & 6,06 ,correspondente ao H-3 com um
acoplamento em cis entre o H-3 e H-4 e um acoplamento a longa distancia entre o H-
3 eH-5(1H; 9,8 Hz; 1,0 Hz). O sinal em & 7,01 associado ao H-4 também corroborou
para o acoplamento visualizado ente H-4, H-3 e H-5 (1H; dd; 9,8 Hz; 4,1 Hz). O
deslocamento quimico mais desblindado no H-5 em & 4,48 e a multiplicidade em
duplo tripleto (1H; 4,2 Hz; 1,0 Hz) determina a hidroxilacdo para esta posicao.
Adicionalmente, a analise de HSQC para M3 revelou uma varia¢do no deslocamento

qguimico entre o C-5 e C-6 comparado a PPT (Tabela 21). A presenca de um diol em
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M4 pode ser sugerido pelas diferencas nos deslocamentos quimicos no H-3 atribuidos
ao dupleto em 6 4,17 (1H; 8,4 Hz) associado a um acoplamento do tipo pseudo axial-
axial indicando uma substituicdo na ligacdo cis para um substituinte ndo-hidrogénio

no C-4 (Figura A3.5).



Tabela 20- Dados de RMN de *H das substancias: PPT, M1, M2, M3 e M4 em CDsOD.
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H & (multiplicidade; J em Hz)

Posicéao
PPT* M1 M2 M3 M4
2 - - - - -
3 6,03 (1H; dt;9,7 6,03 (IH: dt 9,7, 3,59 (1H: d: 4,1) 6,06 (1H: dd: 9,8; 1,0) i
1,8) 1,8)
7,10 (1H; dt; 9,7, 7,09 (1H; dt; 9,7, ) . dd- q 7- 3

4 42) 42) 2,46 (1H: m) 7,01 (1H: dd: 9,7; 4,1)

5 2,53 (2H; m) 2,52 (2H; m) 2,13 (1H; dd; 13,5; 5,7) 4,48 (1H; dt-overlapped; 4,2; 1,0) -

5b - - 2,10 (1H; dd 13,5; 5,7) . ;

6 4,01 (2H; t; 6,4) 401(2H:t6a)  HSOCH ‘id;; 13.4:5,7 4,04 (1H; ddd; 13,5; 5,7; 0,5) i

6b - - - 4,00 (1H: dd 13,5; 4,7) -

7 - - - - -

8 7.40 (1H: d; 15,6) 7,36 (1H: d; 15,6) 7,47 (1H: d; 15,6) 7,44 (1H:; d; 15,6) 7,315(1(;)'; d

9 7,63 (LH: d: 15,6) 7,57 (1H: d: 15,6) 7,65 (1H: d: 15,6) 7,66 (1H: d: 15,6) 7'615516';; d

10 - ; ; ; ;

11 6,94 (1H; s) 6,93 (1H; s) 6,95 (1H, s) 6,95 (1H, s) 6,94 (1H; s)

12 - - - - )

13 - - - - -

14 - ; ; ; ;

15 6,94 (1H; s) 6,96 (1H; s) 6,95 (1H, s) 6,95 (1H; s) 6,94 (1H; s)
m-OCHs 3,90 (6H: s) 3,89 (3H: s) 3,90 (6H: s) 3,90 (6H: s) 3,89 (6h; )
p-OCH; 3,82 (3H: s) 3,84 (3H; s) 3,82 (3H: 5) 3,82 (3H: s) 3,82 (3H: s)

s, singleto; d, dupleto; m, multipleto; dd, duplo dupleto; dt, duplo tripleto; ddt, duplo duplo tripleto.

* PPT foi caracterizada baseada em (Duh et al., 1990)



Tabela 21- Dados de RMN de 2C da PPT e de M3 em CD3OD.

Posicéao
PPT? M3P - HSQC (dgf)
2 166,7 -
3 126,5 (CH) 126,1 (CH)
4 146,5 (CH) 148,1 (CH)
5 25,2 (CH2) 62,8 (CH)
6 42,1 (CH2) 49,0 (CHy)
7 169,7 -
8 121,7 (CH) 12,0 (CH)
9 144,5 (CH) -
10 131,3 -
11 106,0 (CH) 106,5 (CH)
12 154,1 -
13 141,5 -
14 154,1 -
15 106,0 (CH) 106,5 (CH)
m-OCHs 56,6 (CHz) 56,4 (CHa)
p-OCHs 61,5 (CHs) 60,9 (CHs)

* PPT foi caracterizada baseada em (Duh et al., 1990)
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Os locais de modificacdo na molécula original da PPT (por¢do cinamica ou

porcdo lactamica) foram determinadas com as ferramentas de CG-EM e CL-EM-IT, a

massa exata de cada um dos compostos foi obtida com CL-EM-TOF, enquanto que

os locais exatos de modificacdo apenas foram confirmados com o RMN. Portanto, as

estruturas quimicas dos metabdlitos foram determinadas e estdo expostas na Figura

75, resumindo: (i) desmetilagcdo na posicao meta do anel 3,4,5-trimetoxicinamico (M1),

(i) epoxidagéo entre o C3 e C4 do anel lactamico (M2), (iii) uma simples oxidag¢éo no

C5 do anel lactamico (M3) e, finalmente, (iv) duas oxidagcdes com uma reducdo nos

carbonos 3 e 4 do anel lactamico (M4).



137

Figura 75- Estrutura quimica da PPT, M1, M2, M3 e M4.

4.4 CONCLUSOES

A partir do metabolismo in vitro da PPT empregando HLM foram observados 4
produtos de metabolismo que tiveram suas estruturas propostas de acordo com 0s
resultados obtidos através do emprego do CG-EM, CL-EM-IT, CL-EM-TOF e CL-EFS-
RMN. O CG-EM foi empregado para determinar o local de modificagdo na estrutura
original da PPT (porcao cinamica ou lactamica), através de uma analise detalhada dos
fragmentos gerados. O CL-EM-IT foi uma ferramenta auxiliar nesta determinacao,
uma vez que através da andlise sequencial (MS?) foi possivel determinar os diferentes
estagios de fragmentacdo. Adicionalmente, o CL-EM-TOF possibilitou a aquisi¢cao da
massa acurada de cada um dos compostos e, consequentemente a determinacgéo da
composicdo quimica. Por dltimo, o CL-EFS-RMN foi o Unico instrumento capaz de
identificar o local exato de reacdo. Portanto, foi possivel caracterizar a estrutura de 4
metabdlitos distintos resultantes da catalise por enzimas de metabolismo presentes
na fragdo microssomal do figado, na qual destaca-se as enzimas do CYP450,
responsaveis pelas reacdes de funcionalizacdo. Assim, foram caracterizados o0s
metabolitos M1 (desmetilacdo na posicdo meta do anel 3,4,5-trimetoxicinamico), M2

(epoxidacdo entre o C3 e C4 do anel lactamico), M3 (oxidagdo no C5 do anel
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lactamico) e, finalmente, M4 (reacéo trans-diidrodiol entre C3 e C4). A importancia da
descoberta destes metabdlitos consiste na predicdo dos metabdlitos formados in vivo
gue sao responsaveis pela eliminacdo da PPT do organismo através da formacao de
substancias mais polares e compativeis a excrecao. Por outro lado, tais metabdlitos
podem estar relacionados a producdo de efeitos adversos devido as propriedades
toxicas geradas no organismo. O metabdlito M2 por possuir um grupo eletrofilico
epoxido, demonstra potencial em causar uma reacao idiossincratica in vivo, portanto,
estudos de toxicidade mais elaborados devem ser realizados no futuro. A etapa de
identificacdo e caracterizacdo dos metabdlitos da PPT digna-se como um guia para

estudos de eficacia e seguranca desta molécula promissora.
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CAPITULO 5

Determinacdo das isoformas do
CUAP450  respomsdweis  pelo
metabolismo  da  piplarting
(femotipagem ensimdtica)
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CAPITULO 5
Determinacao das isoformas do CYP450 responsaveis pelo metabolismo da
piplartina (fenotipagem enzimatica)

5.1 OBJETIVOS

5.1.1 Objetivo Geral
Realizar um estudo de fenotipagem empregando as enzimas do CYP450 a fim

de determinar a contribuicdo de cada isoforma no metabolismo da piplartina.

5.1.2 Objetivos Especificos

e Formacédo dos metabdlitos da PPT com o tempo de incubacao (Time course);
e Estudo com inibidores quimicos especificos das isoformas do CYP450;

e Estudo com as isoformas recombinantes do CYP450.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Materiais
5.2.1.1 Reagentes

Os inibidores especificos do CYP450 utilizados foram sulfafenazol (CYP2C9),
cetoconazol (CYP3A4), ticlopidina (CYP2C19), a-naftoflavona (CYP1A2), quinidina
(CYP2D6) dietilcarbamato (CYP2EL1), orfenadrina (CYP2B6), pilocarpina (CYP2A6),
acido valproico (epo6xido hidrolase) e montelukast (CYP2C8), obtidos da Sigma-
Aldrich (St Louis, EUA).

As isoformas recombinantes do CYP450 de humanos foram obtidas da Corning
Life Science (Woburn, EUA), sendo essas: rCYP2D6, rCYP2E1, rCYP2B6, rCYP2CS,
rCYP3A4, rCYP1Al, rCYP1A2, rCYP2C19 e rCYP2C9, assim como 0 controle

negativo constituido de células de inseto.

Os demais solventes, reagentes e equipamentos empregados foram descritos

anteriormente.
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5.2.1.2 Anédlises Cromatograficas

As analises cromatogréficas dos metabdlitos formados a partir da reacédo de
metabolismo da PPT foram realizadas empregando-se o CLAE-DAD ou CG-EM de

acordo com condi¢Oes descritas previamente.

5.2.1.3 Programa utilizado no processamento de dados
GraphPad Prism Versédo 3.03 (San Diego, EUA) foi empregado na obtencéo

dos gréficos.

5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Monitoramento da producao de metabdlitos com o tempo

A formacéo dos metabdlitos da PPT foi monitorada variando-se o tempo de
incubacdo a fim de investigar a rota de formacdo dos metabdlitos. O método de
incubacdo constituiu-se da adigao, inicialmente, de 5 pL da solugdo de PPT na
concentragcdo correspondente a Sso. Em seguida, adicionou-se a solugcdo tampéo
fosfato 0,1 mol L* pH 7,4 até obter o volume final de 200 uL de meio de incubacéo.
Posteriormente, foi adicionado 10 pL da solucéo A de regeneragéo do sistema NADPH
e 2 yL da solucdo B de regeneracéo do sistema NADPH. A mistura foi pré-incubada
durante 5 min e a reacao foi iniciada pela adicdo de HLM na concentragdo proteica
final de 2 mg mLL. A reacédo foi interrompida com acetato de etila nos tempos de 5,
10, 20, 40 e 50 min. Em seguida, a amostra foi submetida a agitacéo no agitador orbital
a 1500 rpm durante 10 minutos e posteriormente foi submetida a centrifugacéo
durante 5 minutos a 2860 xg. Posteriormente, 900 uL do solvente organico foi coletado
e evaporado sob fluxo de ar comprimido. Com o objetivo de melhorar a resposta

observada, 4 amostras independentes foram concentradas em um unico tubo.

5.2.2.2 Estudo de Fenotipagem
5.2.2.2.1 Inibidores quimicos seletivos do CYP450

Com o objetivo de avaliar as principais isoformas do CYP450 envolvidas no

metabolismo da PPT, os seguintes inibidores quimicos seletivos para cada isoforma
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foram empregados: sulfafenazol (CYP2C9), cetoconazol (CYP3A4), ticlopidina
(CYP2C19), a-naftoflavona (CYP1A2), quinidina (CYP2D6), dietilcarbamato
(CYP2E1), orfenadrina (CYP2B6), pilocarpina (CYP2A6) e montelukast (CYP2C8),
sendo que as concentracdes de cada inibidor utilizadas foram 2, 2, 10, 1, 2, 50, 20, 50
e 5 umol L1, respectivamente (BARTH et al., 2015; FANG et al., 2011; FENG et al.,
2014; HAO et al., 2010; ZHAO et al., 2012; WUSTROW et al., 2012). O protocolo de
incubacao foi 0 mesmo para todos inibidores, exceto a reacdo com a orfenadrina, que
foi pré-incubada durante 15 minutos com os demais reagentes a 37°C, antes que a
reacao fosse iniciada com a adicao do substrato (HAO et al., 2010). Por se tratar de
um inibidor tempo-dependente, € necessaria esta pré-incubacéo prévia da orfenadrina
na auséncia da PPT. O protocolo empregado consistiu da adi¢cdo de 5 puL de PPT, na
concentragdo correspondente a %2 Sso (63,9 umol L?), seguida da adicdo de 5 pL de
inibidor na concentracao descrita acima e de cofatores que geram o NADPH, sendo a
mistura pré-incubada durante 5 minutos a 37°C e finalizando com a adicdo de HLM
na concentracao proteica final de 2 mg mL. O volume final de 400 pL foi atingido com
solucdo tampéo fosfato pH 7,4 (0,1 mol L1). Para todos os inibidores, a mistura foi
incubada a 37°C sob agitacdo. A reacgao foi interrompida inicialmente durante 10 min
e em um segundo experimento, a fim de visualizacdo do metabdlito M4, no tempo de
50 min. A reacéo foi interrompida pela adi¢cdo de 2 mL de acetato de etila e processada
como descrito no item 5.2.2.1, sendo que 4 amostras foram concentradas em um Unico
tubo. Finalmente, a amostra foi analisada por CLAE-DAD ou CG-EM de acordo com
0s protocolos descritos anteriormente. Controles na auséncia dos inibidores seletivos

foram avaliados.

A atividade enzimatica remanescente das isoformas CYP450 foi calculada

através da Equacéo 18.

% Atividade Enzimdtica Remanescente=100 - ( 'z—l x 100) Equacéo 18
0

A1 corresponde a atividade enzimatica obtida na presenca dos inibidores
seletivos e Ao € a atividade enzimatica obtida para o controle negativo na auséncia do
inibidor. Uma inibicdo maior ou igual a 40% foi considerada como relevante na

determinacao da isoforma que participa da reacdo (HABENSCHUS, 2016).



143

5.2.2.2.2 Estudo com as isoformas recombinantes do CYP450

A capacidade de determinar as principais isoformas do CYP450 responsaveis
pelo metabolismo da PPT foi avaliada com as isoformas humanas recombinantes da
CYP (rhCYP). Para tanto, PPT, na concentracdo correspondente a Sso, foi adicionada
em um volume final de incubacédo de 200 puL contendo a isoforma CYP3A4, 1A2, 2C9,
2B6, 2D6 ou 2C19 na concentracdo de 50 pmol mL* e 25 pmol mL* para CYP2C8 e
2E1 (concentragOes finais no meio de incubacao), sistema de regeneracdo do
NADPH, solucéo A (1,3 mmol L' NADP* e 3,3 mmol L glicose-6-fosfato), sistema de
regeneracdo do NADPH, solucdo B (0,4 U/mL glicose-6-fosfato desidrogenase),
solugéo tampéo fosfato pH 7,4 (0,1 mol L), exceto para a CYP2C9, em que a solucéo
tampéo fosfato foi substituida pela solucdo tampédo tris pH 7,5 (0,1 mol L%).
Posteriormente, as amostras foram pré-incubadas durante 5 min e apés a adicdo do
rhCYP as amostras foram mantidas durante 10 min ou 50 min em um banho-maria
sob agitacdo. As reacdes foram interrompidas de acordo com o protocolo descrito no
item 5.2.2.1, sendo que 4 amostras foram concentradas em um Unico tubo.
Finalmente, a amostra foi analisada por CLAE-DAD ou CG-EM de acordo com os
protocolos descritos anteriormente. Os resultados foram expressos atraves da area
correspondente a cada metabdlito formado. Um controle negativo contendo apenas o
conteddo do inseto no qual as enzimas isoladas do CYP450 sdo expressas foi

empregado.

5.2.2.3 Inibidor seletivo da ep6xido hidrolase

A fim de avaliar o envolvimento da enzima epdxido hidrolase na formacao do
metabdlito M4, um experimento foi realizado de acordo com o descrito na secéo
5.2.2.2.1, empregando-se o inibidor especifico acido valpréico na concentracéo final
de 550 pmol L% O resultado foi expresso como porcentagem de atividade

remanescente e comparado com um controle na auséncia do inibidor.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Monitoramento da producao dos metabdlitos com o tempo

A formacéo dos metabdlitos da PPT com o tempo de incubacédo esta demonstrada
na Figura 76.

—u— M1
—e— M2
—&— M3

100 4

0 10 20 30 40 50
Tempo (min)

Quantidade Relativa Formada (%)

Figura 76- Formacao relativa dos metabolitos da PPT com o tempo de incubacéo (Time Course). Fonte:
MOREIRA et al. 2016b.

Os metabdlitos M1 e M3 sdo produzidos em propor¢gdes semelhantes até 40
min. O metabdlito M2 é produzido em uma maior propor¢ao até 20 min, ocorrendo
uma diminuicao drastica ao atingir-se 50 min de incubacéo. Verifica-se que M4 s6 é
produzido a partir de 40 min de incubacéo, exatamente quando a quantidade dos
metabolitos M2 e M3 comegam a diminuir. Este dado sugere que M4 constitui um
metabdlito secundario da PPT, sendo que a provavel rota é a sua formacgéo a partir
de M2, através da hidrdlise do anel epoxido levando a producdo de um composto
trans-diidrodiol mais estavel e nédo-téxico (Figura 77) (ORTIZ DE MONTELLANO;
NELSON, 2011).
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Figura 77- Formagéo do metabdlito secundario M4 a partir da hidrolise de M2.

5.3.2 Estudo de Fenotipagem

O estudo com os inibidores quimicos seletivos na presenca de microssomas
hepatico humanos foram realizados a fim de determinar as isoformas do CYP450 que
participam do metabolismo da PPT (Figura 78A). Entre os inibidores quimicos
empregados, apenas a a-naftoflavona (inibidor da CYP1A2) mostrou uma forte
inibicdo na formag&o do metabdlito M1. O metabdlito M2 foi inibido com uma taxa de
inibicdo de 83% na presenga de cetoconazol (inibidor da CYP3A4), assim como o
metabdlito M3, cuja sua producado foi drasticamente reduzida na presenca de tal
inibidor. Um perfil semelhante foi observado com as isoformas recombinantes do
CYP450 (Figura 78B), apresentando uma producdo maior de M1 na presenca do
CYP1A2, enquanto que o CYP3A4 participou majoritariamente da formacéo de M2 e
M3.

Como é possivel verificar no perfil de producédo dos metabdlitos com o tempo
(Figura 76), o metabdlito M4 so é produzido em uma quantidade detectéavel a partir de
40 min. Portanto, a fim de determinar as isoformas responsaveis pela producéo de tal
metabdlito, 0 mesmo experimento foi realizado sob um tempo de incubacéo de 50 min
(Figura 79).
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Outras isoformas participam da producéo dos metabdlitos da PPT com um
tempo de incubacdo mais longo. Este comportamento pode ser verificado em
ambos os experimentos. A explicacdo provavel € que ao longo do tempo,
isoformas que possuem atuacdo minoritaria no metabolismo exercam sua acéo
devido ao esgotamento da principal via de biotransformacéo. A catélise através
de diversas isoformas para a formacdo de um metabdlito constitui uma
vantagem, uma vez que durante a administragao simultanea com um segundo
farmaco, que utiliza a mesma via de eliminacdo, o metabdlito ainda pode ser
produzido através de uma segunda via, ndo prejudicando a sua eliminacao pelo

organismo.

O metabdlito M4 ndo foi inibido consideravelmente na presenca de
inibidores seletivos, enquanto que ele foi formado pelas isoformas
recombinantes CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2B6 e CYP2C8. No entanto,
deve-se ressaltar que este estudo empregou concentragao final similar (50 ou 25
pmol mL™1) para todas as isoformas avaliadas, diferentemente do figado humano,
no qual tais isoformas possuem quantidade de proteinas e atividade
significantemente diferentes entre elas (Figura 6A) (OGILVE et al., 2014). Além
disso, como pode ser visualizado a metabolizacdo da PPT pelas isoformas
recombinantes do CYP450, em geral, ndo foi seletiva; demonstrando que na
auséncia da isoforma predominante, as demais isoformas conseguem realizar a
mesma reacdo. Uma possivel explicacdo para este fenbmeno € que o contetdo
das rhCYPs ndo € o mesmo encontrado nos microssomas ou hepatécitos. Os
niveis de NADPH-CYP redutase sdo muito maiores do que aqueles encontrados
em microssomas (OGILVIE et al., 2014; FENG et al., 2014). Isto pode acarretar
em uma atividade artificial e exacerbada da enzima recombinante. Assim, esta
diferenca de conteudo pode levar a uma subestimacdo ou uma sobrestimacéo
da atividade enzimatica (OGILVIE et al., 2014, RODRIGUES, 1999, SCHROER
et al., 2010).

Considerando que a polifarmacia € uma pratica relativamente comum,
especialmente em pacientes idosos, o0 risco de interagbes medicamentosas
envolvendo a PPT deve ser considerado para tais isoformas (LEES; CHAN,
2011). Como reportado anteriormente, a PPT tem um grande potencial para

tornar-se um medicamento antitumoral, assim o uso deste novo farmaco com
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outros medicamentos rotineiramente administrados durante a pratica clinica é de
grande relevancia. Pacientes idosos necessitam além da terapia anticancer,
muitas vezes, de anti-hipertensivos, de anticoagulantes, de medicamentos para
reducao do colesterol, entre outros (LEES; CHAN, 2011, POPA et al., 2014). O
gerenciamento da administracdo concomitante de tais farmacos com outros que
utilizam a mesma via deve ser considerado (LEES; CHAN, 2011). A Erva-de-
Sdo-Jodo (Hypericum perforatum) € usada no tratamento de depressdo
moderada e é um fitoterapico popular entre pacientes com cancer. No entanto,
varios estudos tém demonstrado sua acdo sobre a CYP3A4, uma importante
isoforma no metabolismo da PPT. Por exemplo, a administracdo concomitante
da Erva-de-S&o-Joao e do agente quimioterapico irinotecano diminui a area sob
a curva (AUC) do metabdlito ativo do irinotecano em 42%, resultando em uma
diminuicdo da eficacia terapéutica (GOEY et al., 2013, MATHIJSSEN, 2002).
Considerando que a CYP3A4 é a enzima mais importante no metabolismo de
farmacos, possiveis interacbes medicamentosas devem ser preditas e evitadas.
A segunda isoforma predominante no metabolismo da PPT é a CYP1A2,
responsavel pela detoxificagdo de 10 a 20% dos xenobidticos (RENDIC;
GUENGERICH, 2015). Esta enzima pode ter sua atividade induzida através da
ativacdo metabdlica por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PHAS)
presentes na fumaca do tabaco. Este fator resulta em duas consequéncias
clinicas, a diminuigc&o da eficacia de medicamentos metabolizados pela CYP1A2
devido a diminuicdo das concentracbes plasmaticas, além da toxicidade
mediada pela ativacdo destes compostos téxicos e carcinégenos (MA; LU,
2007).

Além do problema da familia CYP450 envolvendo as interacdes
medicamentosas, o polimorfismo das isoformas do CYP450 tem implicado em
uma relevante variabilidade no perfil de metabolismo de um farmaco, podendo
levar a uma falha durante o tratamento terapéutico ou reacdes adversas em uma
sub-populacdo que apresenta tal modificacao genética (KUMAR; SURAPANENI,
2001). As principais isoformas que apresentam o polimorfismo genético sdo
CYP2A6, CYP2C19, CYP2C9 e CYP2D6, CYP1A2 e CYP3A5 sendo que estas
duas dltimas estdo envolvidas no metabolismo da PPT (INGELMAN-
SUNDBERG; OSCARSON; MCLELLAN, 1999). Uma classificacdo baseada no
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perfil farmacocinético obtido para cada fendtipo € utilizada, no qual os
“metabolizadores pobres” (MP) correspondem aqueles sujeitos homozigotos ou
heterozigotos que carregam alelos com a completa falta de funcao (alelo nulo).
Os “metabolizadores extensos” referem-se ao fendtipo normal, usualmente
encontrado na maioria da populacao; o “metabolizador intermediario” é aquele
gue carrega um alelo normal e outro com uma funcéo deficiente. O dltimo perfil
€ 0 “metabolizador ultrarrapido” em que o sujeito apresenta ganho de fungédo com
alelo extra (ZANGER; SCHWAB, 2013). Uma vez que o CYP450 possui um
papel determinante na eliminagdo de farmacos destinados ao cancer, incluindo
a PPT, a extensa diferenca interindividual quanto a capacidade de
metabolizacdo dos agentes antitumorais pode ter consequéncias relevantes no
efeito terapéutico (INGELMAN-SUNDBERG; OSCARSON; MCLELLAN, 1999).
Exemplificando, o tamoxifeno, um farmaco comumente empregado no
tratamento e profilaxia do cancer de mama, € metabolizado pela CYP2D6. Uma
vez que a atividade desta isoforma € altamente variavel na populacdo, a
administracdo concomitante de tamoxifeno e farmacos inibidores desta enzima
deve ser cuidadosamente monitorada (BORGES et al., 2006). Outro exemplo
interessante a respeito do impacto do polimorfismo do CYP450 sobre o
tratamento do cancer é o paclitaxel, um farmaco extensamente metabolizado
através das 6a- e 3'-p-hidroxilacbes catalisadas pela CYP2C8 e CYP3A4,
respectivamente. A formacdo do metabdlito 6a-hidroxipaclitaxel é
aproximadamente 30 vezes menos toxico do que o composto de origem, a
diferenca na eficacia e seguranca do tratamento com tal farmaco tem sido
atribuido ao polimorfismo da CYP2C8 (NAKAJIMA et al., 2005; INGELMAN-
SUNDBERG; OSCARSON; MCLELLAN, 1999).

5.3.3 Emprego do inibidor seletivo da ep6xido hidrolase

Uma vez que nao esta claro quais sédo as enzimas envolvidas na producao
de M4, uma segunda teoria foi verificada. Uma plausivel explicacdo é que a
producé@o de M4 néo é dependente da acdo da familia de enzimas do CYP450,
mas sim da enzima epéxido hidrolase, encontrada no figado de mamiferos. Esta

enzima, considerada basicamente uma enzima de detoxificacdo, hidrolisa 6xidos
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de areno altamente reativos, gerados através das reacbes de oxidacdo do
CYP450, em metabdlitos trans-diidrodiol inativos e insoliveis (FRETLAND;
OMIECINSKI, 2000; BUXTON, 2011).

A enzima epoxido hidrolase microssomal faz parte da familia de enzimas
hidroliticas, quem inclui esterases, proteases, lipases e desalogenases,
apresentando um papel crucial na biotransformacao de diversos farmacos dentro
do organismo (VACLAVIKOVA; HUGHES; SOUCEK, 2015). Alguns epodxidos
reativos sao responsaveis por reacdes eletrofilicas sobre alvos bioldgicos tais
como DNA e proteinas provocando mutagenicidade, toxicidade e efeitos
carcindgenos. Com isso, as enzimas epoxido hidrolases constituem uma rota
favoravel a detoxificagdo (MORISSEAU; HAMMOCK, 2005). A fim de avaliar a
participacdo dessa enzima na catalise de M4 a partir de M2 um inibidor seletivo
da epdxido hidrolase, acido valproico, foi empregado em uma concentracao
correspondente ao seu Ki (SPIEGELSTEIN et al., 2000; LIN et al., 2014) (Figura
80).
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Figura 80- Formacao de M2 e M4 apés incubacédo da PPT com HLM na presencga (+) e auséncia
(-) de acido valproico (AV) (inibidor da epoxido hidrolase). Os dados estdo expressos
considerando o desvio padrdo da média, nenhuma diferenca estatistica entre os grupos foi
verificada empregando-se o teste ANOVA, *p < 0,05.

Através do estudo pode-se confirmar a ndo correlacdo da epdxido

hidrolase na catalise avaliada. Esta informacdo sugere que a formacédo de M4
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ocorre a partir de enzimas do CYP450 ou ainda através de hidrélise néo-
enzimatica. No entanto, um estudo mais detalhado empregando apenas M2 deve

ser realizado a fim de avaliar a rota para a formacgéo de M4.

Resumindo, é possivel afirmar que a CYP1A2 € a principal enzima
envolvida na producédo de M1, a CYP3A4 participa da formacédo de M2 e M3 e
diversas isoformas podem estar envolvidas na formacao de M4 (Figura 81).
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CYP2B6 e CYP2C8

Figura 81- Enzimas da familia CYP450 hepaticas envolvidas no metabolismo da PPT. Fonte:
MOREIRA et al. 2016b.

5.4 CONCLUSOES

O estudo da formacdo dos metabdlitos com o tempo demonstrou que o
metabolito M4 é formado tardiamente (apés 40 min de reacéo) e provavelmente
€ um metabdlito secundério produzido a partir de M2 através de uma reacao

trans-diidrodiol.

O estudo de fenotipagem demonstrou que as principais isoformas que

contribuem para o metabolismo da PPT sdo a CYP1A2 (formacdo de M1) e a
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CYP3A4 (formacdo de M2 e M3). O emprego das isoformas recombinantes
demonstrou um potencial de diversas isoformas sobre a reacdo que leva a
formacdo de M4, as isoformas sdo CYP2C19, CYP2C8, CYP2D6, CYP2B6 e
CYP2E1. Com um tempo maior de incubacao verifica a participacéo de isoformas
minoritarias no metabolismo da PPT na formacao dos demais metabdlitos. Além
disso, conclui-se que a enzima epoxido hidrolase ndo catalisa a reacéo trans-
diidrodiol, tal como ocorre com diversos farmacos. A producdo de metabdlitos
primarios e secundarios e a catdlise por diversas enzimas do CYP450
caracteriza um metabolismo complexo da PPT. A presenca de mdltiplas vias de
eliminacdo constitui uma vantagem para um candidato a farmaco, uma vez que
durante o bloqueio de uma via majoritaria de metabolismo, outras vias

minoritarias podem ser utilizadas para a catalise.



154

CONCLUSOES FINALS
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Conclusdes Finais

Inicialmente, a determinacdo do perfil cinético demonstrou um
comportamento sigmoidal, indicando que a PPT é metabolizada por isoformas
do CYP450 que apresentam multiplos sitios ativos e/ou metabolizada por
diversas enzimas concomitantemente. A caracterizacdo dos parametros
cinético enzimaticos Sso € Vmax permitiram o célculo do CLint, além disso, 0 Sso
calculado foi aplicado em estudos posteriores. O CLint foi empregado em
equacdes especificas para predicdo de parametros farmacocinéticos, indicando
gue a PPT sofre uma eliminacdo essencialmente hepatica por acao das enzimas
do CYP450, além de ndo sofrer um metabolismo de primeira passagem extenso
pelo figado. Adicionalmente, a baixa taxa de extracdo hepatica aliada a baixa
fracdo nao ligada as proteinas plasmaticas indicam que o clearance hepatico é
influenciado por mudancas na fracdo ligada as proteinas plasmaticas e por
fatores que alteram a atividade das isoformas do CYP450 envolvidos no

metabolismo da PPT.

O estudo de inibicdo in vitro da PPT sobre as principais isoformas do
CYP450 envolvidos no metabolismo de PNs (CYP3A, CYP1A2, CYP2D6 e
CYP2C9) demonstrou uma inibigcdo dose- tempo- e NADPH-dependente sobre a
CYP1A2. Esta inibigdo é classificada como uma inibicdo baseada no mecanismo
e ocorre de forma irreversivel, necessitando da sintese de novas enzimas para
reestabelecer a atividade. A implicacdo clinica da inibicdo sobre a CYP1A2
reside no fato de que esta é uma isoforma importante no metabolismo de
farmacos, tais como antidepressivos e antipsicoticos, sendo responsavel por
aproximadamente 9% do total das reacfes do CYP450. A administracéo
concomitante da PPT com tais farmacos resultara em um aumento das

concentracdes plasmaticas destes ultimos, podendo gerar toxicidade.

A identificacdo de metabdlitos é essencial mesmo nas etapas iniciais de
desenvolvimento de um farmaco, uma vez que eles estdo diretamente
relacionados com a toxicidade e eficicia do farmaco. O estudo dos metabolitos
produzidos a partir da reacédo de metabolismo in vitro demonstrou a presenca de

4 metabdlitos majoritarios, denominados M1, M2, M3 e M4. M2 corresponde a
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um metabodlito epodxido eletrofilico, capaz de ligar-se irreversivelmente a
estruturas celulares nucleofilicas. Esta ligacdo covalente pode ocorrer ndo
apenas sobre as isoformas do CYP450, tal como a inibicdo irreversivel
demonstrada sobre a CYP1A2, mas também sobre outras estruturas celulares,
causando reacdes adversas graves como a hepatotoxicidade. Diante disso,
recomenda-se a realizacdo de estudos futuros a respeito da possivel toxicidade

gerada por M2.

Finalmente, o estudo de fenotipagem enzimética forneceu a via de
eliminacdo da PPT indicando que a CYP1A2 e a CYP3A4 sado as principais
envolvidas. Este resultado corrobora com o perfil cinético sigmoidal visualizado,
umavez que a CYP1A2 e a CYP3A4 sado isoformas que possuem multiplos sitios
ativos. A determinacdo da principal via de eliminacdo tem implicacdes clinicas
diretas sobre questdes como a polifarmacia, uma vez que ao conhecer a rota de
eliminacdo do farmaco do organismo € possivel realizar uma prescricdo mais
racional, evitando interacdes medicamentosas indesejaveis. A segunda
implicacdo clinica consiste em questbes relacionadas aos polimorfismos
genéticos do CYP450. Sabe-se que uma fracdo da populacdo pode apresentar
uma expressado alterada (expressdo aumentada ou diminuida) de algumas
isoformas do CYP450, isto ter4 consequéncias clinicas diretas sobre a eficacia

e toxicidade.

A caracterizacao detalhada do perfil metabdlico da PPT frente as enzimas
do CYP450 foi realizada pela primeira vez empregando estudos de metabolismo
in vitro. Os dados produzidos com este trabalho ajudam a elucidar questdes
relacionadas a toxicidade e eficacia deste candidato a farmaco e, possivelmente,

servira de guia para estudos clinicos futuros.
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APENDICE 1- Espectro de Massas obtido através de CG-EM do composto mono-
hidroxilado, tr 42,04 min.
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Figura A.1: Espectro de massas do composto mono-hidroxilado, tr 42,04 min obtido a partir da
fonte de ionizacao de ionizacao por elétrons.
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APENDICE 2: Espectros de Massas obtidos através da analise por CL-EM-
TOF.
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Figura A.2.1: Espectro de massas da PPT [M + H]" m/z 318,13289., através da analise ESI-
MS-TOF.
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Figura A.2.2: Espectro de massas de M1 [M + H]* m/z 304,11735, através da analise ESI-MS-
TOF.
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Figura A.2.3: Espectro de massas de M2 [M + H]* m/z 334,12685, através da andalise ESI-MS-
TOF.
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Figura A.2.4: Espectro de massas de M3 [M + H]* m/z 334,12820, através da analise ESI-MS-
TOF.



180

ene - AT R
54
o
3
2
14
14z.95371 17396081 A2 e yaraz
193.08486
19008086
o Ll R IPERAN Ll i 2‘54.3[3130 ‘l |l
50 100 150 200 250 300 350 400 'z
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APENDICE 3- Espectros de RMN dos metabolitos da PPT.
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Figura A3.1: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD3OD) de M1.
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Figura A3.2: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD3OD) de M2.
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ANEXO
ANEXO 1: Analise terceirizada da pureza e identificacao da PPT.
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Dados da Amostra
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Resultados
Analises qualitativas Analises quantitativas
EM, EM/EM: Conforme Volateis: 0% (TGA aze 120°C)
IV- Conforme Puresm cromatografica: 95,54%
RMM *H: Conforme [IF] Purem ajustada® ou potencia; 99,54 %
RMM YC: Conforme [IF)
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