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EPIGRAFE

“A medicina consiste da ingestdo de
substancias desconhecidas em um organismo
gue se conhece menos ainda”.

Voltaire



RESUMO

Em face das recentes exigéncias das agéncias regulatorias quanto a aprovacdo de novos
farmacos, os estudos de biotransformagdo tém-se tornado uma etapa indispensavel para a
identificacdo e otimizagdo de compostos bioativos. O objetivo desses estudos € identificar, ja nas
fases iniciais da descoberta de farmacos, candidatos que apresentam propriedades indesejaveis
como a (i) presenca de metabolitos ativos ou toxicos; (ii) inibicdo de enzimas metabolizadoras;
(iii) depuragdo metabdlica inadequada, entre outras. Neste estudo, foi realizada a caracterizagdo
metabdlica e a identificacdo de possiveis inibidores das enzimas do citocromo P450 de oito
promissores candidatos a farmacos, identificados através de ensaios virtuais como inibidores da
TcGAPDH, Cruzaina e TcDHODH, todas do Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de
Chagas. Esses compostos foram testados contra as trés principais isoformas do citrocromo P450:
CYP 3A4, CYP 2D6 e CYP2C9. Os valores de ICs de 1,4 uM e 1,3 uM contra a CYP2C9
foram encontrados para os compostos Nequimed53 e Nequimed125, enquanto o Nequimed42
inibiu a CYP 3A4 com um valor de ICsy de 7,12 puM. Posteriormente foi conduzida a
caracterizacdo metabolica dos compostos Nequimed53 e 125 com foco na identificacdo dos
principais metabdlitos, sitios de metabolismo e vias de biotransformagdo através da técnica de
LC-ESI-QqTOF-MS. Para ambos os compostos, a biotransformacdo por microssomas extraidos
de figado de ratos deu-se preferencialmente por uma Unica via dependente de NADPH. No caso
do Nequimed54, o metabdlito formado apresentou uma variacdo da razdo m/z de +16, indicando
a ocorréncia da hidroxilagdo do composto parental, enquanto que para 0 composto
Nequimed125, o metabdlito formado apresentou uma variacdo da razdo m/z de -28, condizente

com a perda de um fragmento etila do composto parental.

Palavras-chave: Citocromo P450, HPLC, Espectrometria de massas, fluorimetria, Metabolismo

de farmaco.



ABSTRACT

In the light of recent demands from regulatory agencies for the acceptance of new drugs,
the biotransformation studies have become an essential step for the identification and
optimization of bioactive compounds. The objective of these studies is to identify compounds
that have undesirable properties such as (i) the presence of toxic or active metabolites, (ii)
inhibition of metabolizing enzymes, (iii) excessive metabolic clearance, inter alia. In this study
we characterized the metabolism and cytochrome P450 inhibition of eight compounds identified
by virtual screening as inhibitors of TcCGAPDH, Cruzain and TcDHODH which are of interest as
targets for intervention in treatment of Chagas Disease. These compounds were tested against
cytochrome P450 isoforms 3A4, 2D6 and 2C9. ICs, values of 1.4 uM and 1.3 uM against CYP
2C9 were observed for Nequimed53 and Nequimed125.while Nequimed4?2 inhibited CYP 3A4
with an 1Csp of 7.1 pM. Subsequently, we characterized the in vitro metabolism of Nequimed53
and 125 with a focus on metabolite identification and biotransformation pathways using the LC-
ESI-MS-QqTOF technique. For each, the biotransformation by rat liver microsomes occurred by
a single NADPH-dependent pathway. For Nequimed54, the observed metabolite [M+16]"
indicated hydroxylation of parent compound. The metabolite [M-28]" observed for
Nequimed125 indicated desethylation of the parent compound.

Key-words: Cytochrome P450, HPLC, Mass Spectrometry, Fluorimeter, Drug Metabolism
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Introducao

Neste capitulo é apresentada uma breve introducéo
sobre o papel da Quimica Medicinal na descoberta
de farmacos, a doenca de Chagas, ressaltando a
necessidade da descoberta de novos farmacos para
seu tratamento e os alvos que estdo sob estudo no

grupo NEQUIMED,
fosfato desidrogenase,

incluindo a gliceraldeido-3-
cruzaina e diidroorotato

desidrogenase, todas de Trypanosoma cruzi.



1. INTRODUCAO

1.1. A Quimica Medicinal e o planejamento de farmacos

O mercado global de produtos farmacéuticos experimentou um crescimento na venda de
medicamentos de US$ 840 bilhdes em 2007 para US$ 1 Trilhdo em 2012.' Além disso, ndo s&o
poucos os casos de um farmaco que gere bilhdes de dolares anuais de receita. Como exemplos de
blockbusters (termo em inglés para designar os farmacos com vendas anuais acima de US$ 1
bilhdo), temos a atorvastatina (Liptor, Pfizer) e o Clopidogrel (Plavix, Sanofi Aventis

Farmacéutica) com vendas estimadas em 2007 de 12 e 5,9 bilhdes de délares, respectivamente.

O custo do desenvolvimento de novos farmacos também continua aumentando. O numero
de farmacos aprovados por bilhdo de dolares investidos em pesquisa e desenvolvimento
apresentou uma taxa de reducdo de 50% a cada nove anos, desde 1950. Uma analise de 68
farmacos aprovados estimou-se que sejam necessarios em média 15 anos para que uma nova

entidade quimica (NCE) chegue ao mercado a um custo de 800 milhes a 1,4 bilhdo de délares.

Mesmo apds o aumento dos investimentos e a introducdo de novas tecnologias pela
indUstria farmacéutica, a taxa de sucesso — partindo-se da escolha do alvo até a obtencdo do
registro junto as agéncias regulatérias — é de apenas 10% e o numero de novos farmacos
aprovados anualmente permanece constante entre 20 a 30 compostos.3 Atualmente, 30% dos
compostos que chegam aos estagios finais do desenvolvimento clinico sdo abandonados em
decorréncia, muitas vezes, de problemas farmacocinéticos, como baixa biodisponibilidade,
duracdo de acdo inadequada (muito curta ou muito longa), ou a presenca de metabdlitos ativos,
além de problemas de eficacia e seguranca clinica.* Além disso, a existéncia de efeitos adversos
raros dificeis de serem detectados durante o curso de desenvolvimento do farmaco pode levar a a

sua retirada do mercado , gerando enormes prejuizos para a indGstria farmacéutica.’

Apesar dos inimeros desafios, antecipar o perfil de candidatos a farmacos com maiores
chances de avancar pelos varios estagios do desenvolvimento significa minimizar as potenciais

perdas com a falha de um candidato nas fases tardias, e mais caras, do desenvolvimento clinico.®
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1.2. As fases da descoberta e desenvolvimento de farmacos

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International

Union of Pure and Applied Chemistry) define a Quimica Medicinal como:

“uma area do conhecimento baseada na quimica, também envolvendo
aspectos das ciéncias biologicas, médicas e farmacéuticas. Esta
interessada na descoberta, planejamento, identificacédo e preparacéo de
compostos biologicamente ativos, no estudo do metabolismo, na
interpretacdo de seus modos de agdo a nivel molecular e na construcao

de uma relacéo entre estrutura e atividade™.’

A Quimica Medicinal envolve uma ampla area de atuacdo, sendo assim, considerada
como multidisciplinar. Essa area do conhecimento se preocupa em preparar ou selecionar
compostos apropriados para testes bioldgicos. Caso um ou uma série de compostos apresentem
atividade contra determinado alvo, o quimico medicinal procura conhecer o mecanismo de acao
desses compostos bem como entender como ocorre o processo de interacdo molecular a nivel
topogréfico, estrutural e, se possivel, energético. Também é importante o conhecimento a
respeito da forma com que esses compostos sdo inativados pelo metabolismo in vivo e 0s
parametros fisico-quimicos que regulam a biodisponibilidade dos compostos quando
administrados por via oral. Além de tudo isso, ainda é preciso estabelecer uma relagdo entre a
estrutura quimica e a atividade de uma série de compostos visando eficacia em modelos in vitro

e seguranca em modelos in vivo.?

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos (Figura 1.1) é dividido em duas

grandes fases: a fase pré-clinica (descoberta e otimizacéo) e a fase clinica (desenvolvimento).®

A fase pre-clinica inicia-se com a identificacdo da necessidade de uma nova terapia ou a
adequagdo de uma terapia ja existente, considerando aspectos de seguranca, eficacia e

mecanismos de acdo. Segue-se a identificacdo e validacdo do alvo terapéutico (receptor, enzima,
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grupo transportador, DNA, célula, entre outros) e a triagem de substancias ativas que sdo capazes
de modular a atividade do alvo selecionado, porém com baixa afinidade com o mesmo. Esses
compostos sao conhecidos como ligantes (do inglés hits) e podem ser oriundos de produtos
naturais, sintese quimica ou processos biotecnoldgicos. A proxima etapa € a sintese de estruturas
analogas para a maximizagdo da atividade bioldgica e finalmente a sele¢do de um ou mais
compostos-matriz (do inglés, lead compound) como candidatos para o desenvolvimento do
farmaco. Esses compostos passam por avaliagdes toxicolégicas em animais e caso sejam
aprovados em todos os testes, os dados acumulados da pesquisa sdo reunidos na forma de um
comunicado especial (CE) a ANVISA, ou como uma solicitacdo de registro para investigacéo de
um novo farmaco (IND, do inglés, Investigational New Drug) ao FDA. Uma vez que a
autorizacdo para as pesquisas € concedida, ha a necessidade da sintese em larga escala dos
candidatos a farmacos para possibilitar os estudos de formulacdo, avaliacdes sobre o uso em
longo prazo em animais e os estudos das fases clinicas.’

Figura 1.1 - Etapas do desenvolvimento de um novo farmaco. Esses estudos estdo divididos em duas fases: a fase de

estudos pré-clinicos e a fase de estudos clinicos. O quimico medicinal atua de forma mais significativa
na fase pré-clinica do desenvolvimento
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Fonte: LOMBARDINO, J. G.; LOWE, J. A. The role of the medicinal chemist in drug discovery then
and now. Nat. Rev. Drug Discov., v. 3, n. 10, p. 853-862, 2004.

aprovagao

Na fase clinica o principal objetivo é o aperfeicoamento das propriedades
farmacocinéticas e farmacéuticas (formulagdo quimica) das substancias selecionadas para que

estas se tornem aptas ao uso clinico. Os testes de fase | geralmente s&o conduzidos em pequenos
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grupos de voluntarios sadios. Esses voluntarios submetem-se a exames médicos exaustivos e sao
rigorosamente monitorados com a finalidade de avaliar a eficicia e seguranca, bem como o
comportamento do novo farmaco no corpo humano, gerando assim informacgdes sobre
formulacdo, absorcéo, distribuicdo, biodisponibilidade, eliminacédo e efeitos colaterais. Os testes
de fase Il s&o conduzidos em pequenos grupos de pacientes que tém a condi¢do para a qual o
farmaco foi desenvolvido como opc¢éo de tratamento. Estes testes avaliam a eficacia e também
ajudam a estabelecer o nivel das doses e a posologia. O sucesso dessa fase conduz aos testes de
fase 111, nos quais 0 novo produto € testado num grande nimero de pacientes, fornecendo dados
sobre a seguranca e a eficacia, a fim de satisfazer as agéncias regulatdrias. Para os poucos
candidatos que sobrevivem a esta série de testes, todos os dados acumulados durante a pesquisa
sdo submetidos a ANVISA na forma de um pedido de registro do novo farmaco, ou como a
Aplicacdo de Novo Farmaco (NDA, do inglés, New Drug Aplication), no caso do FDA. Todos 0s
dados sdo revisados por especialistas das préprias agéncias e somente apds a aprovacdo, 0
farmaco pode ser prescrito pelos médicos aos pacientes para tratar a doencga para a qual foi
designado. Na fase clinica IV sdo realizados 0os monitoramentos p6s-comercializacdo dos novos

farmacos. *°

1.3. As trés fases da acdo de um farmaco

Para produzir seus efeitos caracteristicos, um farmaco deve estar presente em
concentracOes apropriadas em seus locais de acdo. Embora sejam evidentemente proporcionais a
quantidade de substancia administrada, as concentracdes de farmaco ativo (ndo ligado) obtidas
dependem da extensdo e da taxa de sua absorcdo, sua distribuicdo (que reflete principalmente a
ligacdo relativa as proteinas plasmaticas e teciduais), seu metabolismo (biotransformacéo) e sua
excrecdo. Essas caracteristicas s@o influenciadas por propriedades fisico-quimicas do farmaco
como tamanho, forma molecular, grau de ionizagéo, lipossolubilidade relativa, entre outras.’ A
acdo de um farmaco quando administrado a humanos ou animais, pode ser dividida em trés

fases: a fase farmacéutica, farmacocinética e farmacodinamica.
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A fase farmacéutica (algumas vezes chamada de biofarmacéuticas) envolve a escolha da
via de administragcdo apropriada, bem como a formulagdo adequada para otimizar a absor¢éo e
distribuicdo do farmaco. Algumas das possiveis rotas de administracdo sdo oral, intravenosa,
nasal, transdermal, retal, entre outras. Ja a fase farmacodinamica trata diretamente da natureza e
qualidade das interagdes entre o fa&rmaco e seu alvo biomacromolecular. O desafio nessa etapa é

maximizar a poténcia e minimizar os efeitos adversos.’

Por fim, a fase farmacocinética abrange os processos de absorgdo, distribuicdo,
metabolismo e excrecdo. A absorcdo é definida como a taxa de saida do farmaco do seu local de
administracdo para a corrente sanguinea. A taxa de absor¢do de uma substancia quimica depende
de sua capacidade de cruzar as membranas bioldgicas, que funcionam como uma barreira fisica a
entrada de substancias estranhas no organismo e podem variar quanto a sua Composi¢éo e o grau
de seletividade. A quantidade de farmaco que alcanca a circulacdo sistémica é definida como a
fracdo biodisponivel e, uma vez que a maioria dos farmacos alcanca seus locais de acgdo
diretamente a partir da circulacdo sistémica, esse € um parametro importante durante o0s
processos de otimizacdo das propriedades farmacocinéticas. A distribuicdo do farmaco no
organismo ocorre através do sistema circulatério e em menor escala através da circulacdo
linfatica, podendo a partir dai alcancar qualquer tecido, exceto aqueles protegidos por
membranas de permeabilidade seletiva, como cérebro e testiculos. De forma geral, os 6rgaos e
tecidos apresentam grandes diferencas em suas capacidades de captar farmacos, devido a
diferengas na concentracdo plasmatica do farmaco, controladas principalmente pelo pH dos
varios compartimentos do corpo, fluxo sanguineo varidvel nos diferentes tecidos e 6rgaos e a

capacidade do farmaco de se ligar a protefnas plasmaticas.’

O metabolismo tem a funcdo de transformar quimicamente os farmacos ou qualquer outra
substancia estranha ao organismo (xenobiético) em compostos mais sollveis em &gua para
facilitar sua excrecdo através da urina e outros sitios de excrecdo. Geralmente tais reacdes levam
a producdo de metabolitos sem qualquer atividade farmacologica. No entanto, metabdlitos

ativos, toxicos e até mesmo com atividade distinta do farmaco original podem ser formados.**
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Depois que o efeito farmacoldgico foi exercido, o fA&rmaco e seus metabolitos devem ser
excretados do organismo com uma cinética apropriada. Um processo de elimina¢do muito rapido
leva a necessidade de administracdo de varias doses e uma aceitacdo menor do paciente.® As
principais rotas de excrecdo do farmaco do organismo sdo a renal (urina) e retal (fezes), mas

ocasionalmente também podem ocorrer outras vias (e.g. pulmonar, salivar, cutanea).’

1.4. A doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi é o protozoario agente causador da doenga de Chagas (tripanossomiase
americana ou esquizotripanose).'> Essa doenca é uma antroponose frequente nas Américas,
principalmente na América Latina. No entanto, sua distribuicdo epidemioldgica tem sofrido
grandes modificacBes, uma vez que a doenca tem se espalhado para regides antes consideradas
incomuns. Essas mudancas tém ocorrido devido a fendmenos migratérios de regides endémicas
(América Latina) para regides ndo endémicas (América do Norte, Europa, Austréalia e Japao)

como podemos observar na Figura 1.2. '3

Figura 1.2 - Influencia dos movimentos migratdrios na alteracdo da distribuicdo geografica dos casos da doenca de
Chagas fora da América Latina.

Fonte: COURA, J. R. V., P. A. Chagas disease: a new worldwide challenge. Nature, v. 465, n. 7301, p. S7,
2010.
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A transmissdo dessa doenga ocorre através do inseto vetor, o barbeiro (80 a 90%), transfusdo
sanguinea (5 a 20%) e por via congénita (0.5 a 8%). Além disso, tem sido relatada a transmisséo
através de alimentos contaminados ****°. Sua etiologia foi descrita em 1909 pelo médico
sanitarista Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, quando encontrou no sangue de uma crianga
febril 0 mesmo protozoario encontrado nos barbeiros e nas diversas espécies de animais
examinadas na regido de Lassance, Minas Gerais. Carlos Chagas conseguiu naquela época
descobrir o agente etiologico, T. cruzi, sua biologia no hospedeiro vertebrado e invertebrado,
seus reservatorios e diversos aspectos da patogenia e sintomatologia pertinentes a fase aguda da
doenca. Infelizmente a doenca de Chagas, ainda hoje é um problema médico-social grave. Na
América Latina, essa doenca afeta cerca de 10 milhdes de individuos, sendo que mais de 25
milhdes estdo sob risco de infec¢do. Mesmo depois de 104 anos de sua descoberta, a farmaco-

terapia da doenca de Chagas ainda continua ineficaz na fase cronica da doenca. *?

A doenca de Chagas apresenta uma fase aguda e outra cronica. A primeira geralmente é
assintomatica, embora raramente possa levar ao desenvolvimento da meningoencefalite, que é
fatal. Outros sintomas possiveis sdo: febre, anorexia, dilatacdo do figado e do bago, e
inflamagdes do miocardio. O caso cronico permanece assintomatico entre dez e vinte anos. No
entanto, neste periodo de bem-estar geral, 0 parasito continua se reproduzindo continuamente em
baixos numeros, causando danos irreversiveis em 6rgdos como o cérebro e o coracdo. O
resultado é apenas aparente ap6s uma ou duas décadas de progressao, com 0 aparecimento
gradual de deméncia (3% dos casos iniciais), insuficiéncia cardiaca (em 30% dos casos),
dilatacdo do trato digestivo (megaes6fago ou megacolon, em 6% dos casos), devido a destruicao
da enervacdo e das células musculares destes 6rgdos, as quais sdo responsaveis pelo ténus
muscular. No cérebro ha frequentemente a formacgédo de granulomas. Neste estagio a doenca €

geralmente fatal mesmo com tratamento. *?

Atualmente, a doenca de Chagas é tratada por dois farmacos, o benzonidazol e o
nifurtimox. Esses farmacos apresentam eficacia limitada, sérios efeitos adversos, genotoxicidade,
requerem administracdo por longo periodo de tempo e, ainda, ja sdo conhecidas cepas resistentes
aos mesmos. O mecanismo de acdo do nifurtimox baseia-se na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o anion superoxido e perdxido de hidrogénio e a acdo do benzonidazol é
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resultado da modificacdo covalente de macromoléculas por derivados reduzidos. Nao existem
tratamentos para a forma indeterminada e cronica.’® Existem, no entanto, tentativas de se
empregar outras substancias, sendo que poucas apresentaram resultados promissores até o
momento. O posaconazol levou a cura parasitolégica em modelos murinos com doenca de

Chagas nas fases aguda e cronica e esta atualmente na fase de estudos clinicos.*

1.5. Alvos para o planejamento de novos farmacos voltados para o tratamento da
doenca de Chagas.

Muitos alvos macromoleculares de vérias vias metabolicas do parasito vém sendo
investigados para o tratamento da doenca de Chagas, como por exemplo, enzimas envolvidas na
via de sintese de esterodis, enzimas da classe das cisteino proteases, no metabolismo do
pirofosfato, na sintese da tripanotiona, da via da salvacdo das purinas e pirimidinas, da via

glicolitica e outras.*®*

O Grupo de Estudos em Quimica Medicinal (NEQUIMED) tem despendido um grande
esforco para o desenvolvimento de novas substancias com potencial atividade tripanossomicida.
O grupo se dedica ao estudo de trés alvos enzimaticos do T. cruzi: as enzimas Gliceraldeido-3-
Fosfato Desidrogenase (TcCGAPDH), Cruzaina e a Di-hidro orotato Desidrogenase (TcDHODH).
Ao longo de seis anos, varios inibidores enzimaticos foram propostos com base em um criterioso
planejamento computacional e muitos deles apresentaram atividade in vitro ndo apenas contra 0s
referidos alvos enziméticos, mas também contra cepas resistentes do parasito. Segue uma breve
descricdo destes alvos, bem como alguns dos inibidores enzimaticos propostos pelo grupo, 0s

quais foram estudados nesse trabalho.

1.5.1. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Trypanosoma cruzi (TcCGAPDH)
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A via glicolitica tem se tornado uma das rotas metabdlicas mais promissoras para o
desenvolvimento de novos compostos anti-chagasicos. O T. cruzi depende exclusivamente da
glicélise para a obtencéo de energia, j& que ndo apresenta um ciclo de Krebs funcional. '® Esta
grande dependéncia da glicdlise como fonte de energia é que faz das enzimas da via glicolitica
alvos importantes para o planejamento de substancia tripanossomicidas. Engel et al. mostrou que
uma cultura da forma amastigota do T. cruzi possui um metabolismo essencialmente glicolitico,
e que ela adquire a habilidade de oxidar substratos, tais como aminoacidos, somente apos a

diferenciacéo para a forma tripomastigotas.*®

Ocupando a sexta posicdo da via glicolitica, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) promove a fosforilagdo oxidativa do substrato gliceraldeido 3-fosfato (G3P) para 1,3-
bisfosfoglicerato (1,3-BPG), reacdo essa dependente do co-fator NAD™* como exemplificado na
Figura 1.3.%

Figura 1.3 - Esquema da reacdo catalisada pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Fosforilagcdo oxidativa do
gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato com concomitante reducio do NAD" a NADH.
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Em estudos realizados por Bakker et al., identificou-se os alvos mais promissores para o
desenvolvimento de farmacos tripanossomicidas utilizando modelos matematicos para calcular
quais as etapas da glicolise precisam ser menos inibidas para induzir uma reducdo significativa
do fluxo glicolitico. Segundo esse estudo, uma inibicdo de 84% dessa enzima conduz uma
reducéo de 50% no fluxo glicolitico. ?* Esse conjunto de caracteristicas explica o motivo pelo
qual essa enzima se tornou um alvo promissor na busca por novos farmacos para o tratamento da

doenca de Chagas.”
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Em estudos realizados em nosso grupo de pesquisa, novas classes quimicas foram
identificadas como inibidores da TcCGAPDH e algumas delas foram ativas contra o parasito.
Segue na Figura 1.4 as estruturas dos principais inibidores enzimaticos da TcGAPDH
desenvolvidos pelo grupo, bem como os valores de suas constantes de inibicdo (K;) frente essa

importante enzima da via glicolitica. 2*

Figura 1.4 - Principais inibidores enzimaticos da TcGAPDH desenvolvidos pelo grupo NEQUIMED e os valores de

suas constantes de inibicéo (Ki).
@
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1.5.2. A enzima Cruzaina

A cruzaina, uma cisteino endoprotease que catalisa reacGes de hidrélise de ligacGes
peptidicas (Figura 1.5), € uma enzima chave na patogenicidade da doenca de Chagas, uma vez
que estad envolvida em vérios processos celulares como invasdo da célula do hospedeiro e

nutricdo do parasito.
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Figura 1.5 - Esquema de reacdo de clivagem da ligacdo peptidica por proteases.
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Essa enzima é também reconhecida como um antigeno imunodominante durante a
infeccdo em humanos com uma possivel participacdo da defesa do parasito frente as reacGes do
organismo humano. Foi sugerida a participacdo direta dessa protease no dano do tecido
hospedeiro causado pela secre¢do dessa enzima, conduzindo a ruptura das células infectadas.
Além disso, acredita-se que a morte do parasito também pode promover a liberagdo dessa
protease, conduzindo a dano tecidual e estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro. *°*° A
inibicdo desta enzima bloqueia a proliferacdo das formas extracelular epimastigotas e intracelular
amastigotas, indicando um papel fundamental na sobrevivéncia, diferenciacdo e crescimento do

parasito.*

A enzima cruzaina € um alvo validado e por esse motivo uma intensa busca por
inibidores foi realizada por varios grupos de pesquisa em todo mundo nos Gltimos vinte anos. A
descoberta de novos compostos, provenientes de classes quimicas distintas, mais seguros e
eficazes representa uma importante contribuicdo para o desenvolvimento da quimioterapia da

doenca de Chagas.

Com esse propdsito, o grupo NEQUIMED contribuiu com a descoberta de novas classes
quimicas identificadas como inibidores da cruzaina. Tais substancias promoveram a inibi¢cdo em
concentra¢do micromolar frente a enzima e apresentam atividades confirmadas frente ao T. cruzi.
Tais caracteristicas oferece uma oportunidade de otimizacdo da estrutura molecular dessas
substancias utilizando tanto critérios farmacodindmicos quanto farmacocinéticos. Dentre essas
substancias, o composto Nequimed42 foi considerado 0 mais promissor por apresentar 0S
melhores valores de inibi¢do frente a enzima e o parasito. A Figura 1.6 traz a estrutura quimica

desse inibidor, bem como sua constante de inibicéo contra a cruzaina.**
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Figura 1.6 - Inibidor enzimatico da cruzaina desenvolvidos pelo grupo NEQUIMED e o valor de sua constante de
inibicdo (Ki) frente essa enzima.

Nequimed 42
K;=21,6+5,4uM

1.5.3. A enzima Di-hidro orotato desidrogenase

Esta enzima ocupa a quarta posi¢do na via de biossintese de novo de UMP, o precursor de
todos os nucleotideos de pirimidina, e catalisa a oxida¢do do (S) di-hidro orotato (DHO) a
orotato (ORO) com concomitante reducdo do fumarato (FUM) a succinato (SUC), segundo um

mecanismo enzimatico do tipo ping-pong, mostrado resumidamente na Figura 1.7. %%

Figura 1.7 - Reacdo de 6xido-reducdo catalisada pela enzima TcDHODH.

O H H fumarato sucinato O H

A—NH 0 . »—NH C

(___\_.5 N g O__}- >
_(S)-diidroorotato TcDHODH orotato

Fonte: ROCHA, J. R. Planejamento de Inibidores das Enzimas Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase e
Diidroorotato Desidrogenase de Trypanosoma cruzi. 201 f. Tese de Doutorado (Doutorado em
Ciéncias - area de concentragdo: Fisico-Quimica) - Instituto de Quimica de S&o Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2010.

Essa reacdo corresponde a Unica etapa de oxido-reducdo na sintese de novo de
nucleotideos de pirimidina. Durante a catalise, a DHODH utiliza a flavina mononucleotideo
(FMN) como coenzima na primeira parte da reacdo para promover a oxidacdo do substrato DHO

enquanto FMN é reduzido. Na segunda parte da reacdo, FMN é reoxidado através do auxilio de
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um segundo substrato, 0 agente oxidante, cuja natureza varia entre as enzimas codificadas por
genes diferentes da mesma familia. No caso da enzima DHODH de tripanosomatideos como
Trypanosoma cruzi e Leishmania major, o fumarato ¢ o agente oxidante. Estudos utilizando
experimentos de “knock out” do gene que codifica a enzima Diidroorotato desidrogenase de

TcDHODH sugerem o papel essencial desta enzima para a sobrevivéncia do parasito. 2%

O grupo Nequimed foi pioneiro no desenvolvimento de novas classes de substancias
inibidoras dessa enzima por meio de um criterioso programa de planejamento molecular
racionamente dirigido. A Figura 1.8 mostra a estrutura quimica e os valores de inibicao de alguns

dessas substancias estudadas nesse trabalho.?=2

Figura 1.8 - Inibidores enziméticos da TcDHODH desenvolvidos pelo grupo NEQUIMED.
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1.6. O papel do metabolismo no processo de desenvolvimento de farmacos

Mesmo apresentando excelentes valores de inibi¢do, muitas destas moléculas podem ser
reprovadas nas fases tardias do desenvolvimento em decorréncia de problemas de absorcéo,

distribuicdo, metabolizagéo e excrecdo inadequada. Contudo, a maioria desses problemas podem
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ser identificados e contornados ainda nas fases iniciais do processo de desenvolvimento,
evitando-se perdas significativas de tempo e dinheiro. Propriedades metabolicas inadequadas tém
sido a principal causa de falha de inimeros candidatos durante as fases de desenvolvimento
clinico. Muitas dessas substancias apresentam taxas de metabolizacdo inadequadas, problemas
de toxicidez por gerarem metabolitos reativos ou ainda promovem a inibicdo de importantes
enzimas metabolizadoras, como por exemplo, as enzimas do citocromo P450. Todas esssas
caracteristicas tém forcado uma mudanca de paradigma dentro da industria farmacéutica que
agora tem passado a preconisar a realizacdo dos estudos farmacocinético ja nas fases de
identificacdo dos ligantes. Assim, essas propriedades séo avaliadas e otimizadas juntamente com
as propriedades farmacodinamicas.

Um importante conceito na quimica medicinal ¢ o planejamento de farmacos “moles” ou
“duros” como estratégia para otimizar pardmetros farmacocinéticos. Farmacos moles (do inglés,
soft drugs), sdo compostos planejados para produzirem metabdlitos conhecidamente nao
toxicos, depois de terem alcancado sua funcdo terapéutica. Enquanto que farmacos duros (do
inglés, hard drugs), sdo aqueles planejados para conter caracteristicas estruturais necessarias
para a atividade farmacoldgica sem serem susceptiveis a transformacdo metabdlica ou quimica.
O planejamento de farmacos duros ndo apenas soluciona o problema de toxidez devido a
intermediarios reativos ou metabdlitos ativos como também proporcionam uma farmacocinética
mais simples e previsivel de forma que o farmaco possa ser excretado primariamente pela bile ou

pelos rins.*®

O quimico medicinal pode bloquear ou, até mesmo, promover o metabolismo, a partir de
modificacdes estruturais dos compostos no sentido de obter farmacos com perfis farmacologicos
mais favoraveis.*® De modo geral, a taxa de metabolismo pode ser reduzida através da
incorporacdo de grupos funcionais estaveis (grupos bloqueadores) em sitios metabolicamente
vulneraveis, desde que estas mudancas ndo sejam prejudiciais a atividade farmacologica.
Exemplos classicos incluem: bloqueio da oxidacao de posi¢cdes especificas em anéis aromaticos
através da introducdo de grupos fortemente retiradores de elétrons (-CFs, -SO,NH,, -SO3);

introducdo de um grupo N-t-butil para prevenir a N-desalquilacdo; troca de uma ligacéo éster
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l&bil por um grupo amida; a restri¢do conformacional da molécula em uma posi¢do desfavoravel

para a via metabdlica e o bloqueio de um grupo labil por impedimento estérico.*®

Essas modificagcbes sdo orientadas pelos estudos de caracterizacdo metabdlica que
identificam quais sdo as regides metabolicamente vulneraveis na estrutura quimica de um
composto, bem como quais 0s processos de biotransformacdo dirigem sua eliminacdo do
organismo. Isso é frequentemente realizado através de estudos de metabolismo in vitro
utilizando-se fracbes subcelulares (tais como microssomal, citosolica e S9), fragmentos de
figado, hepatdcitos e enzimas expressas em sistemas heterélogos. Se um determinado composto
apresenta um curto tempo de meia-vida com a producdo de um simples metabolito majoritario, a
identificacdo do sitio de metabolismo se torna uma etapa essencial para que o quimico medicinal
possa propor modificagdes estruturais apropriadas para produzir analogos mais estaveis. Estes
estudos ganham uma relevancia ainda maior quando os metabdlitos gerados apresentam algum
tipo de atividade farmacoldgica ou estdo envolvidos em algum evento de toxidez. Nesses casos

uma completa caracterizacdo do metabolito é requerida.

Outro problema muito comum dentro do contexto de metabolismo de farmacos esta
relacionado com as interacGes do tipo farmaco-farmaco. No decorrer dos ultimos 20 anos, um
grande nimero de novas classes de agentes terapéuticos foi introduzido na pratica clinica. Entre
essas classes incluem os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (SSRI), antidepressivos
de mecanismo misto, novos agentes antifungicos da classe dos azdis, agentes antimicrobianos da
classe dos macrolideos e 0s novos agentes antirretrovirais usados na terapia contra a infeccao
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Muitos desses composotos possuem como
propriedades farmacoldgicas secundarias a inibicdo ou a inducéo das enzimas do citocromo P450
(CYPs), responsaveis pelo metabolismo oxidativo da maioria dos farmacos usados na pratica
clinica. 3 A inibic&o de algumas dessas enzimas pode promover o actimulo téxicos de outros
farmacos coadministrados ou ainda alterar o metabolismo de substancias endogenas. Assim,
torna-se vital a avaliacdo dessa propriedade o quanto antes, evitando que compostos que
possuam essa caracteristica indesejavel avance para 0s estagios mais tardios do desenvolvimento

clinico, onde invariavelmente serdo reprovados, causando grandes prejuizos.
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Nesse trabalho sera conduzida uma avalia¢do in vitro do potencial inibitério de oito
promissores candidatos a farmacos desenvolvidos no grupo Nequimed, frente as isoformas CYP
3A4, CYP 2D6 e CYP 2C9, buscando identificar precocemente o envolvimento dessas
substancias em interacOes do tipo farmaco-farmaco. Além disso, sera conduzida a caracterizacao
metabdlica de dois promissores inibidores enziméaticos desenvolvidos no grupo (Nequimed54 e
Nequimed125) com foco na identificacdo dos principais metabolitos, sitios de metabolismo e

vias de biotransformacao.
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Capitulo 2

Reacoes de biotransformacao e
suas enzimas

Nesse capitulo serdo apresentadas as
principais vias de biotransformacgédo de
farmacos, suas enzimas e reagdes
catalisadas.



2. O METABOLISMO DE FARMACOS

2.1. Reac6es de biotransformacao e suas enzimas

A maioria dos tecidos e oOrgdos do organismo humano apresenta alguma atividade
metabdlica, assim o0s rins, o trato gastrointestinal, os pulmdes, a pele e outros érgdos contribuem
para o metabolismo sistémico dos farmacos. No entanto, o figado é o 6rgdo que apresenta maior
quantidade de enzimas metabdlicas, sendo bem aceito que esse 6rgdo desempenha o papel mais

importante na biotransformacao de farmacos e xenobidticos.

O metabolismo de farmacos pode ser dividido em duas categorias (i) reacGes de fase | e
(ii) reacdes de fase Il. Enquanto que essa classificacdo em muitos aspectos é relevante e Util, a
terminologia é enganosa, principalmente quando determina uma ordem cronoldgica para os dois
eventos, uma vez que as “reagdes de fase II” podem ocorrer sem, ou antes, das “reagdes de fase
I”. Dessa forma ¢ geralmente aceito denominar as “reagdes de fase I” como “reagdes de

. D ~ ~ . ~ o 1
funcionalizacdo” e as “reagdes de fase II” como “reac¢des de conjugacao”.

2.2.Reac0es de fase | ou funcionalizacao

Essas reagOes envolvem principalmente enzimas das classes das hidrolases e oxido-
redutases. As enzimas do citocromo P450 sdo as principais enzimas metabolizadoras de
farmacos, sendo expressas no reticulo endoplasmatico (RE) dos hepatdcitos e das células de

outros tecidos em menor grau.

Outras vias também podem oxidar moléculas lipofilicas. Um exemplo de uma via
oxidativa ndo-P450 é a via da enzima alcool desidrogenase, que oxida os alcoois a seus
derivados aldeidos como parte do processo global de excre(;éto.2 Outras enzimas n&o-P450
importantes sdo: (i) a monoamina oxidase (MAO) que é responsavel pela oxidacdo de compostos

endogenos que contém amina, como as catecolaminas e a tiramina e (ii) as flavinas
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monooxigenases (FMOs) que catalisam a oxidacdo da cimetidina, clindamicina, fembendazol

entre outros farmacos.**

As hidrolases constituem um conjunto complexo de enzimas, muitas das quais também
estdo relacionadas com o metabolismo de xenobidticos. Entre as principais serino-hidrolases

incluem as carboxiesterases, arilesterases, colinesterases e vérias serino-endopeptidases.’

2.3. Reac6es de fase 11 ou conjugacao

As reacOes de conjugacdo sdo um segundo conjunto de mecanismos destinados a
modificar os compostos para sua excrecdo. Os substratos dessas reacdes incluem tanto
metabolitos de reacBes de oxidacdo (por exemplo, epoxidos) quanto compostos que ja contém
grupos quimicos apropriados para conjugacdo, como hidroxila (-OH), amina (-NH,), ou
carboxila (-COOH). Esses substratos sdo acoplados a compostos enddgenos (por exemplo, acido
glicurénico e seus derivados, &cido sulfdrico, acido acético, aminoacidos e o tripeptidio
glutationa) por enzimas de transferéncia, que se localizam tanto no citosol quanto no reticulo

endoplasmatico dos hepatdcitos (e de outros tecidos).

Na maioria dos casos 0s processos de conjugacdo tornam os xenobidticos mais sollveis
em agua e esse aumento na hidrofilia conduz a uma eficiente eliminagdo do organismo.
Praticamente todos os produtos conjugados sdo farmacologicamente inativos, com algumas
excecdes importantes (por exemplo, glicuronidio de morfina). Exemplos de enzimas de
conjugacdo sdo: (i) a UDP-glicuronil transferase (UDPGT), (ii) sulfotransferase (ST), (iii)

glutationa-S-transferase (GST) e (iv). Metiltransferases.®™*

2.4. AS ENZIMAS DO CITOCROMO P450
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A superfamilia do citocromo P-450 é composta por enzimas do tipo heme-tiolato que
quando reduzidas e complexadas com mondxido de carbono apresentam um pico de absorbancia
em 450 nm, também denominada pico de Soret. As evidéncias de sua existéncia em microssomas
de ratos foram relatadas por Klingenberg em 1958 e sua funcéo caracterizada por Estabrook,
Cooper e Rosenthal em 1963, a partir dos estudos de hidroxilagdo do carbono 21 da 17-hidroxi-
progesterona, catalisada por microssomas obtidos do cdrtex da adrenal. Essas enzimas estdo
amplamente distribuidas por todos os reinos de seres vivos, sendo encontradas em todos 0s
organismos eucariotos e em alguns organismos procariotos. Nos organismos eucariotos, essas
enzimas sao essenciais, ja que estdo envolvidas na biossintese de esterois, que por sua vez, sao
indispensaveis constituintes da membrana plasmatica das células. Por outro lado, essas enzimas
ndo possuem a mesma relevancia para organismos procariotos, sendo, inclusive, ausentes em

algumas bactérias como a Escherichia coli.”

Em humanos as CYPs sdo expressas em altos niveis no figado, sendo encontradas
também na parede do intestino delgado, pulmdes, cérebro e pele. Ao nivel celular, essas enzimas
sdo encontradas, principalmente, aderidas as membranas do reticulo endoplasmaético e das

mitocondrias.®

O sequenciamento do genoma humano revelou a existéncia de 57 genes funcionais e 58
pseudogenes da CYP. Esses genes sao agrupados dentro de uma superfamilia, que por sua vez é
composta de familias e subfamilias, considerando o grau de similaridade da estrutura primaria da
enzima. A nomenclatura das enzimas do citocromo P450 é dada pelo radical CYP seguida por
um numero que designa sua familia, uma letra que denota a subfamilia e outro niumero que

designa o gene.!’

Essa superfamilia de enzimas esta envolvida no metabolismo de uma ampla variedade de
xenobidticos e compostos enddgenos. Estima-se que 75% dos farmacos comercialmente
disponiveis sejam metabolizados por alguma de suas isoformas. Tendo em vista essa importante
funcdo, destacam-se dez isoformas do citocromo P450, a saber, CYP 1A2, CYP 2A6, CYP 2B6,
CYP 2C8, CYP 2C9, CYP 2C19, CYP 2D6, CYP 2E1, CYP 3A4 e CYP 3A5, sendo a CYP3A4
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a mais importante delas, estando envolvida no metabolismo de 50% dos farmacos clinicamente

disponiveis (Figura 2.1).*

Figura 2.1 — Rotas de eliminacéo dos 200 farmacos mais prescritos em 2002

100—

75—

Percentual de farmacos
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0 CYP2ET1
25| B CYP2D6
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ORenal B Esterase O CYP2B6
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O_
Fonte: Adaptado de WIENKERS, L. C.; HEATH, T. G. Predicting in vivo drug interactions from in
vitro drug discovery data. Nat Rev Drug Discov, v. 4, n. 10, p. 825-833, 2005.

O seu ciclo catalitico (Figura 2.2) se inicia com a ligagdo do substrato ao citocromo P450
oxidado (Fe®*"), formando um complexo que, a seguir, é reduzido através de duas etapas de
oxidacao/reducdo sequenciais. O fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) é o
doador dos elétrons em ambas as etapas, através de uma flavoproteina redutase (NADPH-
citocromo P450 redutase). Na primeira etapa o elétron doado reduz o oxigénio molecular,
formando um complexo de oxigénio ativado P450-substrato. Por fim, a medida que o complexo
torna-se mais ativo através de rearranjos, o atomo de oxigénio reativo € transferido para o
substrato, resultando na formacéo do produto oxidado, com a recuperagéo do citocromo P450 no

processo.™
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Figura 2.2 - Mecanismo detalhado da reacdo do citocromo P450. (1) o farmaco forma um complexo com o
citocromo P450 oxidado; (2) o NADPH doa um elétron a flavoproteina que reduz o complexo P450-
farmaco; (3) o oxigénio une-se ao complexo, (4) e o NADPH ou o NADH doa o segundo elétron,
formando o complexo ativado-P450-substrato; (5) o ferro é oxidado com a perda de agua; e (6) ocorre a
formacdo do produto oxidado do farmaco. (c) se 0 mondxido de carbono se ligar a P450 reduzida o
ciclo é interrompido. Essa reacdo produz um pico de absorcio em 450 nm. *®

R-H e

R-OH

Fonte: adaptado de GUENGERICH, F. P. Cytochrome P450 and Chemical Toxicology. Chemical
Research in Toxicology, v. 21, n. 1, p. 70-83, 2007.

A versatilidade metabdlica das CYPs é vista ndo somente em sua ampla variedade de
substratos, mas também na grande diversidade de reacdes que elas catalisam, como reacGes de
monooxigenacao, oxidagdo (envolvendo liberagdo de radicais superoxidos), hidroperoxidagdes e
reacOes de reducdo. Muitas dessas reacOes apresentam grande importancia toxicoldgica como é o
caso das reacdes que envolvem liberacdo de radicais superoxidos, relacionados com a
peroxidacdo de lipideos de membrana e aquelas reacGes que levam a producdo de metabdlitos

reativos envolvidos em processos de hepatotoxicidade, carcinogénese e idiossincrasias. *°
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Capitulo 3

Objetivos

Este capitulo apresenta os objetivos desta
dissertagcdo de mestrado.



3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizagdo do perfil metabdlico in vitro e a
avaliacdo de potenciais interacdes do tipo farmaco-farmaco de uma série de inibidores
enzimaticos desenvolvidos a partir de um programa de planejamento de novos agentes
tripanossomicidas no Grupo de Quimica Medicinal do IQSC/USP (NEQUIMED).

3.1. Objetivos especificos

v Avaliacdo in vitro do potencial inibitério de oito promissores candidatos a farmacos
frente as isoformas CYP 3A4, CYP 2D6 e CYP 2C9;

v Identificacdo das principais vias de metabolizacdo dos compostos Nequimed54 e

Nequimed125 em microssomas de figado extraidos de ratos;

v Identificacdo dos metabdlitos e sitios de metabolismo dos compostos Nequimed54 e

Nequimed125 em microssomas de figado extraidos de ratos.
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Capitulo 4

Q™

Identificacao de potenciais inibidores

das enzimas do citocromo P450

Nesse capitulo é apresentada uma introducédo a
respeito das interacbes do tipo farmaco-
farmaco, as técnicas utilizadas para sua
identificacdo, bem como os resultados obtidos
da avaliacdo de oito promissores inibidores
enzimaticos  desenvolvidos no  grupo
NEQUIMED.



4. INTERACOES DO TIPO FARMACO-FARMACO

Esquemas terapéuticos que envolvem a coadministracdo de multiplos farmacos,
principalmente em pacientes com doencas cronicas tais como insuficiéncia cardiaca congestiva,
hipertensdo, doencas reumaticas, cancer e AIDS, podem resultar em reacdes adversas, perda de
eficacia terapéutica e toxidez aguda, causado por modificagdes na velocidade do metabolismo in
vivo devido a indugdo ou inibicdo das enzimas metabolizadoras de farmacos, o que podem levar
a alteracdes na concentracdo do farmaco na corrente sanguinea em niveis abaixo ou acima da

janela terapéutica.t

Mesmo sendo um problema muito comum na préatica clinica, 0 mecanismo especifico
envolvido sé foi definido gracas a identificacdo de enzimas criticas para o processo de depuracédo
de farmacos do organismo, das quais se destacam as enzimas da familia do citocromo P450.
Portanto, a avaliacdo de candidatos a farmacos para potencial inibicdo das enzimas do citocromo
P450 ¢, nos dias atuais, conduzida ja no inicio do processo de desenvolvimento de farmacos,
uma vez que muitos compostos sintetizados nas fases de descoberta sdo rejeitados por
interferirem no metabolismo de outros farmacos amplamente utilizados na terapéutica. Nesse
sentido, um numero grande de candidatos precisa ser avaliado, conduzindo a utilizagcdo de

ensaios rapidos, mas com alta capacidade de predicdo.?

Por essa razéo a principal abordagem que tem sido utilizada sdo os ensaios de inibi¢éo
competitiva em que a inibi¢do do ciclo catalitico da enzima pelo composto teste é usado para
identificar potenciais substratos e inibidores. Os ligantes obtidos a partir desses ensaios devem
ser posteriormente avaliados para uma correta caracterizacdo quanto a sua natureza de inibidores
ou substratos de uma determinada isoenzima. Além disso, muitos compostos podem ser
bioativados a intermediarios reativos que podem se ligar covalentemente a macromoléculas

biolégicas. 2

Com esse proposito um grande nimero de abordagens experimentais tem sido utilizado.
Podem-se citar os metodos de rapida separacdo para isolar metabdlitos radiomarcados, métodos
de separacdo cromatograficos, tais como HPLC e as abordagens que fazem uso da técnica de
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LC/MS para analise de metabdlitos. No entanto, esses ensaios incluem trabalhosas etapas de
separagdo poOs-reacdo que sdo muitas vezes demoradas e inadequadas para ensaios em larga
escala. Por esse motivo, a abordagem que tem se mostrado mais promissora para ensaios em
larga escala de inibidores sdo os ensaios fluorimétricos, ja que esses ndo requerem etapas de

separagdo pos-reacéo.?

O fendmeno de fluorescéncia é definido pela capacidade de uma molécula emitir radiacéo
eletromagnética na regido do ultravioleta proximo ao visivel, quando excitado por uma fonte de
luz. Os estados eletrénicos da maior parte das moléculas organicas podem agrupar-se em dois
tipos principais: singleto e tripleto. No estado singleto, todos os elétrons da molécula tém os
spins emparelhados, enquanto, no estado tripleto, ha um conjunto de spins eletrénicos nao
emparelhados.* O mecanismo fundamental de fluorescéncia é a emissdo de fétons quando a
molécula é excitada no estado singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado mantém sua
orientacdo original. O processo de emissdo e excitacdo no fenébmeno de fluorescéncia é muito
rapido, com tempo de meia vida na ordem de nano segundo. Desta forma, é possivel observar
facilmente a fluorescéncia a temperatura ambiente e diretamente em solucdo, o que torna o

procedimento experimental fluorimétrico bastante simples e robusto. *

4.1. Estudos de inibicdo reversivel das enzimas do citocromo P450 usando
fluorimetria

Considerando a sua simplicidade e robustez, a fluorimetria tem se tornado a técnica
padrdo para determinacdo de ICs, para as enzimas do citocromo P450, fazendo uso da construcéo
de curvas do tipo dose-resposta. Os substratos fluorogénicos utilizados para 0s ensaios sao
derivados cumarinicos e possuem dois potenciais sitios de metabolismo, sendo que a oxidacgéo de
qualquer um deles libera um metabolito altamente fluorescente em solugdo aquosa Figura 4.1. Os
ensaios empregam baculossomos obtidos a partir de células de inseto que expressam uma
especifica isoforma e NADPH-P450 redutase, oferecendo uma distinta vantagem sobre
microssomas de figado humano, j& que se trabalha com somente uma isoforma do citocromo
P450. Os ensaios foram realizados em um fluorimetro no modo cinético, medindo-se,

continuamente, o sinal de fluorescéncia. 52
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Figura 4.1 - Substratos fluorogénicos cumarinicos possuem dois potenciais sitios de metabolismo e a oxidagéo de
qualquer um deles libera um metabdlito altamente fluorescente em solugdo aquosa.

P450
.—'/m—’/nz — +R1'+ R2'

Nio fluorescente Fluorescente

Para o proposito de identificar e comparar inibidores enzimaticos deve-se primeiro definir
uma métrica que reflete a capacidade de uma concentracdo fixa de um composto em reduzir a
atividade da enzima alvo. A métrica mais comumente usada com esse proposito é o percentual

de inibicdo que pode ser definido como:

% inibigio = 100( -2) Equacio (4.1)

Vp

onde v; é a velocidade na presenca de inibidor e v, a velocidade do experimento controle.

A determinacdo da inibicdo reversivel das enzimas do citocromo P450 pelos compostos
selecionados foi realizada por meio de curvas de percentual de inibicdo para medir a
concentracdo do composto que inibe em 50 % a atividade enzimatica, valor conhecido como ICsx
e que é uma medida comparativa de poténcia de inibicéo entre os inibidores ensaiados na mesma
condicdo experimental. Experimentos realizados em diferentes condi¢cbes experimentais nédo
possuem os valores de 1Cso comparaveis, ja que fatores como pH, forca ibnica e temperatura
podem causar mudancas nesses valores. Alteracdo na concentracdo do substrato também leva a
alteracbes no valor dessa medida de poténcia, porém isso pode ser utilizado para verificar o

mecanismo de inibicdo da molécula frente um determinado alvo, como mostrado na Figura 4.2.°
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Figura 4.2 - Variando a razdo entre [S]/Ky é possivel determinar o modo de inibicdo de inibidores enzimaticos
através da mudanca dos valores de ICsg.
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Fonte: Adaptado de Lead optimization and structure-activity relationships for reversible inhibitors. In:
Evaluation of enzyme inhibitors in drug discovery: A guide for medicinal chemists and
pharmacologists. New Jersey: John Wiley, 2005. v. 1, p. 116.

Nesse ensaio, caso a adicdo de substrato leve a um aumento do valor de ICsy, significa
que o substrato e o inibidor competem pelo mesmo sitio da enzima, caracterizando assim, um
inibidor competitivo. Se a concentracdo de substrato for diminuida e consequentemente houver
aumento do valor de ICsp € indicativo de que o inibidor é incompetitivo, ja que 0 mesmo interage
apenas com o complexo enzima-substrato. Se ndo houver aumento do ICsy decorrente do
incremento ou da diminuicdo da concentracdo de substrato, pode-se inferir que o inibidor é ndo

competitivo. ’

Uma forma de representar curvas de dose-resposta € através de um grafico que relaciona
o0 percentual de inibigdo com o logaritmo da concentracdo do inibidor. Geralmente, esse tipo de
curva apresenta um padrdo sigmoide, com o ICs definido como o ponto médio da curva. Essa
curva é caracterizada por apresentar dois platés, um deles em baixas concentrag¢fes de inibidor e

0 outro em altas concentragdes de inibidor (Figura 4.3).

Os valores do percentual de inibicdo das enzimas foram definidos como a variavel
dependente (eixo Y) enquanto os valores do logaritmo da concentracdo dos inibidores foram

calculados e definidos como as variaveis independentes (eixo X).
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Figura 4.3 — ICsq do composto cetoconazol utilizado como controle de inibi¢do positivo para a isoforma CYP 3A4.
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Os valores de ICso foram calculados utilizando a equacdo 4.2, 0 método de ajuste foi ndo
linear dos minimos quadrados.

%inibigio = Ay + — ot Equagdo (4.2)

Onde A, é o patamar inferior da curva, A; é o patamar superior, LogICs, € o logaritmo
da concentracdo de ICsg e h o coeficiente de Hill. Os valores de A; e A, representam a resposta
maxima e minima da enzima nas concentracdes mais baixas e altas do inibidor, respectivamente.
O coeficiente de Hill esta relacionado a estequiometria da interacdo, a cooperatividade entre
mondmeros de enzimas alostéricas (no caso de enzimas multiméricas) e também ao grau da
relacdo dose-resposta: coeficiente igual a 1 indica interacdo completamente independente entre
mondémeros, maior que 1 cooperatividade positiva e menor que 1, negativa. Além do grau de
cooperatividade, o coeficiente de Hill pode ser um diagndstico de comportamento de inibicédo
ndo ideal. Compostos que causem uma variacdo abrupta (h >> 1), usualmente refletem um

mecanismo néo especifico de inibi¢cdo, como agregacdo por exemplo.

4.2. Estudos de inibicdo tempo-dependente (TDI)
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A inibicdo das enzimas do citocromo P450 pode ser classificada como reversivel ou
tempo-dependente (TDI). A inibicdo reversivel envolve a rapida associacdo e dissociacdo do
complexo enzima-inibidor podendo ter natureza competitiva, ndo-competitiva ou incompetitiva e
ja foi tratada na sesséo anterior. Por outro lado, a inibi¢cdo do tipo tempo-dependente resulta de
uma interacdo covalente irreversivel ou quase-irreversivel (observado nos processos de interacdo
de elevada afinidade) de um intermediario reativo a enzima que catalisa sua formag&o, resultando
na perda da funcdo enzimatica. De forma geral, a TDI ocorre quando um composto apresenta um
aumento da poténcia inibitoria quando incubado com a enzima antes da adi¢do do substrato. Essa
forma de inibicdo também pode ser causada por compostos que apresentam elevada reatividade
quimica, sem a necessidade de uma bioativacdo prévia. Para diferenciar esses dois tipos de
inibicdo, a denominacdo de inibidor metabolismo-dependente é adotada para aqueles que
precisam ser metabolicamente ativados antes de promoverem a acéo inibitoria. Interacdes do tipo
farmaco-farmaco resultantes de TDI podem apresentar um inicio tardio devido o fato de a
inibicdo depender do tempo de contato entre a enzima e o inibidor. Além disso, a ag&o inibitoria
geralmente se estende mesmo depois do inibidor ser eliminado, assim a atividade enzimatica s

pode ser restaurada mediante a biossintese de uma nova enzima.?

E amplamente aceito que reacdes idiossincraticas sdo causadas por metab6litos mais
reativos que 0s compostos parentais. Embora compostos de baixa massa molecular ndo sejam
imunogénicos, uma forte resposta imune pode ser induzida quando esses compostos se ligam a
proteinas ou outras macromoléculas. A maioria dos metabdlitos reativos sao eletréfilos, espécies
deficientes em elétrons que comumente reagem com espécies nucleofilicas, compostos ricos em
elétrons, que podem ser doados para formar uma nova ligacdo. Os eletréfilos podem ser
classificados como “moles” ou “duros”, 0 que, simplificadamente, depende do nivel de
deslocalizacdo da carga positiva. Espécies que apresentam a carga positiva deslocalizada séo
geralmente denominadas de eletrofilos “moles”, enquanto que aquelas que apresentam a carga
positiva pouco deslocalizada sdo classificados como eletrofilos “duros”. Essa mesma
nomenclatura se estende aos nucledfilos. De forma geral nucledfilos duros tendem a reagir com
eletrofilos duros e nucledfilos moles com eletréfilos moles. A maioria dos metabolitos toxicos

sdo aqueles com reatividade intermediaria. Se 0 metabdlito reativo apresentar baixa reatividade

54



ele facilmente sera excretado do organismo por sistemas como da glutationa/glutationa
tranferase. Por outro lado, se 0o metabdlito for extremamente reativo, ele provavelmente reagira
com moléculas de agua ou outras substancias presentes no meio reacional, o que diminui os

riscos de reagdes idiossincraticas.’

Quando uma reacdo entre um eletrofilo e um nucleofilo ocorre, uma nova ligacéo é
formada. Isso significa que uma ligacdo deve ser rompida com a finalidade de manter o niumero
apropriado de ligagbes no atamo atacado. Portanto, um fator que contribui para reatividade de
um composto € a presenca de um bom grupo de saida. Exemplos de bons grupos saida sdo os ion
cloreto, brometo, acetato e sulfato. Outro tipo geral de metabdlitos reativos sdo aqueles que
apresentam uma dupla ligacdo polarizada que permite a formacdo de uma nova ligacdo sem a
perda de um grupo de saida. Um exemplo classico sdo os aceitadores de Michael séo, por
exemplo, compostos que apresentam um grupo carbonil conjugado com a dupla ligagéo carbono-

carbono.®

Outro fator relevante para a reatividade de um composto é a tensdo de anel. Compostos
gue possuem anéis de trés e quatro membros apresentam uma elevada energia tensional e podem
atuar com eletréfilos reativos. Isso ocorre especialmente quando atomos de oxigénio, enxofre ou

nitrogénio estao presentes, como no caso dos ep6xidos.’

Por fim, destaca-se o papel dos radicais livres como intermediarios reativos. Os radicais
livres sdo caracterizados por possuirem um elétron desemparelhado. A reacdo mais comum de
radicais livres € a abstracdo de 4&tomos de hidrogénio de outras moléculas, como por exemplo o
oxigénio molecular, causando danos celulares por estresse oxidativo ou danos na membrana

lipidica.®

A presenca de alguns grupos funcionais estd relacionada com a bioativacdo de
determinados compostos e representa um alerta estrutural para possiveis idiossincrasias,
interacOes do tipo farmaco-farmaco, genotoxicidez e carcinogenicidade. A Figura 4.4 mostra a
estrutura quimica dos principais grupos toxicoforicos envolvidos na formagdo de intermediarios

reativos.'%*!
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Figura 4.4 — Estrutura quimica dos principais grupos toxicofdricos envolvidos na formagéo de intermediarios

reativos.
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Fonte: adaptado de TESTA, B.; KRAMER, S. D. The Biochemistry of Drug Metabolism — An Introduction.
Chemistry & Biodiversity, v. 6, n. 5, p. 591-684, 2009.

Varios passos do ciclo catalitico das enzimas do citocromo P450 sdo propensos a inibicdo
covalente, incluindo as etapas de ligacdo do substrato, do oxigénio molecular ou, ainda, a
transferéncia de elétrons realizada pela flavoproteina redutase, sua parceira redox. O mecanismo
bioquimico pelo qual os compostos atuam como inibidores metabolismo-dependentes pode ser
dividido em trés categorias: a destruicdo do grupo heme, alquilacdo do grupo heme e a
alquilacéo de residuos de amino&cidos presentes no sitio ativo da enzima. A Figura 4.5 ilustra as

principais diferencas entre cada um desses mecanismos de inibicdo.?

Figura 4.5 — Possiveis mecanismos de inibigdo para as enzimas do citocromo P450. (a) inibicdo reversivel. (b)
inibicdo irreversivel, o inibidor é bioativado pela enzima a um intermediario reativo que se liga
covalentemente a enzima. (c) inibicdo irreversivel, o inibidor é bioativado pela enzima a um
intermediario reativo que se liga covalentemente a apoproteina.(d) Quase-irreversivel inibi¢do, o

inibidor é bioativado pela enzima a um intermediario destréi o grupo prostético.
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Fonte: Adaptado de WIENKERS, L. C.; HEATH, T. G. Predicting in vivo drug interactions from in
vitro drua discoverv data. Nat Rev Drua Discov. v. 4. n. 10. n. 825-833. 2005.

A acdo de um inibidor covalente pode ser descrito pelo mecanismo genérico mostrado na
Figura 4.6.2

Figura 4.6 - Mecanismo genérico de inibicéo irreversivel.
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O processo de inibicdo ocorre em pelo menos dois passos. O composto deve
primeiramente se ligar de forma ndo-covalente a proteina alvo (K;), posicionando por¢oes
eletrofilicas de sua estrutura préximas de sitios nucleofilicos presentes na estrutura proteica. A
ligacdo covalente é entdo estabelecida entre o inibidor e a enzima alvo. No caso em que a

formacéo da ligacdo covalente é efetivamente irreversivel, k., devera ser igual a zero.™

Os ensaios de triagem sé@o realizados monitorando-se a potencia inibitoria do composto-
teste em diferentes tempos de incubacdo com a enzima (Figura 4.7). Variando-se a concentragédo
do composto teste é possivel determinar a constante de inibicdo, Kqps , @ partir da inclinagdo da
reta gerada quando um gréfico do semilogaritimo da concentracdo do inibidor pelo tempo de
incubacéo é desenhado. Os valores de Kqys sdo regraficados contra a concentragdo do inibidor e
ajustados em uma equacao hiperbélica, Kops=kz.[1]/(Ki + [1]), obtendo-se os valores de K; e k'3
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Figura 4.7 — Determinacdo experimental dos parametros de inativacao para inibicdo da CYP 3A4 pela eritromicina.
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4.3. Materiais e métodos

4.3.1. Estudos de inibicao reversivel

Os ensaios de ICsp foram realizadas em um fluorimetro da empresa BioTek (modelo
Synergy HT). Esses ensaios foram conduzidos em placas de 96 pogos, em triplicata e os valores
de 1Cs; foram determinados utilizando o programa Origin 7.0. *

Os ensaios enzimaticos foram realizados em tampdo fosfato de potassio 200 mM em pH
8,0, com a concentracdo de DMSO de 0,1% v/v. A concentracdo de enzima no ensaio foi de 10
nM para as isoformas CYP 2C9 e 2D6 e 5 nM para a CYP 3A4. As concentracfes dos substratos
no ensaio foram mantidas constantes em todos o0s pocos e proximas dos valores de Ky de cada
reacdo, sendo de 2 uM para o substrato BOMF (CYP 2C9), 10 uM para o substrato EOMCC
(CYP 2D6) e 2 UM para o substrato DBOMF (CYP 3A4). A concentragdo de NADP" nos
ensaios foi de 100 uM. Os compostos testes foram dispensados a partir de uma solugéo estoque
de DMSO e suas concentragcdes nos ensaios variaram de 40 a 0,039 pM. Essas concentragoes,

partindo do mais concentrado para 0 menos concentrado, foram obtidas através de um esquema
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de diluicéo serial de razdo 1:2. Um sistema de regeneracdo de NADPH constituido de glicose-6-
fosfato e glicose-6-fosfato desidrogenase foi utilizado em todos os ensaios.

As figuras 4.8 e 4.9 ilustram de forma resumida o procedimento experimental e a
configuracdo da placa utilizados nos ensaios fluorimétricos. O composto teste foi incubado com
baculossomos constituidos de uma especifica isoforma P450 e o sistema de regeneracdo do
NADPH. O sistema de regeneracgdo converte NADP* em NADPH que é requerido para iniciar a
reacdo. Depois de uma breve incubacdo a fluorescéncia de fundo foi medida. A reagéo
enzimatica foi iniciada pela adigcdo de uma mistura contendo NADP™ e o substrato fluorogénico.

A fluorescéncia foi, entdo, medida continuamente ao longo do tempo.

Figura 4.8 - Procedimento experimental para os ensaios fluorimétricos.

Alta fluorescéncia
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Inibidores padrdes foram utilizados como controles de inibicdo positivos, sendo o
cetoconazol para a CYP3A4, quinidina para a CYP2D6 e o sulfafenazol para a CYP2C9. Os
inibidores padrdes foram dispensados da mesma maneira que 0s compostos testes e os valores de

ICso foram determinados.
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Figura 4.9 - Configuracdo da placa utilizada no ensaio fluorimétrico.
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4.3.2. Estudos de inibicao tempo-dependente

Todos os compostos que apresentaram atividade nos ensaios de inibicdo reversivel

foram avaliados quanto a possivel inibi¢cdo do tipo tempo-dependente.

Os ensaios enzimaticos foram realizados em tampdo fosfato de potassio 200 mM em pH
8,0, com a concentracdo de DMSO de 0,1% v/v. A concentracdo de enzima no ensaio foi de 10
nM para a isoforma CYP 2C9 e 5 nM para a CYP 3A4. As concentracdes dos substratos no
ensaio foram mantidas constantes em todos os pocos e préximas dos valores de Ky de cada
reacdo, sendo de 2 puM para o substrato BOMF (CYP 2C9) e 2 uM para o substrato DBOMF
(CYP 3A4). As concentragdes avaliadas do composto teste foram de 0 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5
UM, 1,25 uM, 0,625 uM e 0,312 uM nos tempos de 0, 10, 20, 30 e 40 minutos de incubacdo. Um
sistema de regeneracdo de NADPH constituido de glicose-6-fosfato e glicose-6-fosfato

desidrogenase foi utilizado em todos os ensaios.

O composto teste foi incubado com baculossomos constituidos de uma especifica
isoforma P450, o sistema de regeneracdo do NADPH e NADP”. A reagéo enzimatica foi iniciada
nos respectivos tempos de incubacdo pela adicdo de uma solugdo contendo o substrato

fluorogénico. A fluorescéncia foi, entdo, medida continuamente ao longo do tempo.
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4.4, Resultados e discussao

As curvas do percentual de inibicdo em funcdo da concentracdo dos inibidores foram
determinadas para todos os compostos selecionados para os testes contra as principais isoformas

das enzimas do citocromo P450.

A Tabela 4.1 mostra os valores de ICsy, determinados experimentalmente para 0s
compostos cetoconazol, quinidina e sulfafenazol utilizados como controles de inibicdo para as
isoformas CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C9, respectivamente.

Tabela 4.1 - Valores de ICsq determinados experimentalmente para 0s compostos cetoconazol, quinidina e
sulfafenazol utilizados como controles de inibi¢do para as isoformas CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C9.

Inibidor I1Cs Erro Isoforma
Cetoconazol 55,7 nM 3,51 nM CYP 3A4
Sulfafenazol 5,95 uM 0,7 uM CYP 2C9

Quinidina 78,5 nM 6,0 nM CYP 2D6

Os resultados de inibicdo para 0s compostos testados estdo na Tabela 4.2. Esses
compostos sdo promissores inibidores enzimaticos, planejados no grupo NEQUIMED, de trés
dos principais alvos bioldgicos do Trypanosoma cruzi, entre eles podemos citar as enzimas
cruzaina, TcCGAPDH e TcDHODH.
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Tabela 4.2 -. Estruturas e valores de ICsg, das substancias testadas frente as enzimas CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C9.

Estrutura

(o]
ZI

NH

Codigos
Nequimed

Nequimed 71

Nequimed 01S

ICso (uM)
CYP3A4

Inativa

Inativa

ICso (uM)
CYP2D6

Inativa

Inativa

ICso (uM)
CYP2C9

Inativa

Inativa

Inibi¢do Tempo-
dependente
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Nequimed 53 Inativa Inativa 1,44 £ 0,37 Inativa

Nequimed 42 7,12 £0,65 Inativa Inativa Inativa

A Figura 4.10 mostra o perfil da curva de dose-resposta dos compostos Nequimed53 e
Nequimed125 frente a isoforma CYP 2C9 com valor de ICsp = 1,44 + 0,37 uM e 1,33 = 0,27
MM, respectivamente.
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Figura 4.10 - perfil da curva de dose-resposta dos compostos Nequimed53 e Nequimed125 frente a isoforma CYP

2C09.
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Para o Nequimed53, pode-se observar um comportamento fora do ideal da curva dose-
resposta com o platd superior alcancando 89,6% de inibicdo. Isso sugere inibicdo parcial ou
baixa solubilidade. Apesar do platé inferior se estabelecer préximo de 10% de inibicdo, podemos
observar uma clara tendéncia de diminuigdo da inibicdo em concentragGes inferiores daquelas
usadas no ensaio. Para 0 composto Nequimed125, observamos um perfil de curva ideal com os
dois platés bem definidos. Esses valores de 1Csq indicam um risco elevado para interaces do

tipo farmaco-farmaco, quando comparados com o padrdo de inibicdo positivo (sulfafenazol, ICs
=5.95 uM).

O perfil da curva de ICs, para 0 composto Nequimed42 segue abaixo na Figura 4.11. Esse
composto apresentou um ICso = 7,12 + 0,65 uM. A curva obtida esta fora do comportamento
ideal com o plat6 inferior em 25,04% de inibicdo. Esse comportamento pode refletir a presenca
de um segundo sitio de interacdo de mais alta afinidade. Esse resultado requer experimentos

adicionais para avaliacdo mais aprofundada do mecanismo de interagdo entre esse composto e a
CYP 3A4.
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Figura 4.11 - 1C5, do composto Nequimed 42 frente a enzima CYP3A4.

[ = Nequimed 42 (40 - 0,039 M) |

100 4
90 4 V. I
804 ¥

70

60 4

50 4
IC,=712uM

Err= 0,65 uM

% de inibigdo

40

30 T & 1
I+
204 " * - -

T T T T T T T 1
-7.5 -7.0 -6.5 -6,0 =55 -5.0 -45 -4.0

Log [1]

Esse valor indica risco médio para interacdes do tipo farmaco-farmaco, quando

comparado com o padrdo de inibigdo positivo (cetoconazol, ICsy = 57,5 nM).

Vale ressaltar que estes ensaios ndo determinam a natureza da interacdo, sendo, portanto
incapaz de diferenciar se a inibicdo da reacdo esta ocorrendo devido a acdo de um inibidor ou
pela competicdo entre dois diferentes substratos pelo sitio ativo da enzima. Essas informacdes s6
poderdo ser obtidas nos ensaios de fenotipagem metabdlica que avaliardo a susceptibilidade

desses compostos frente as principais enzimas metabolizadoras.

Por outro lado, nenhum dos compostos avaliados apresentou um perfil de inibicao do tipo
tempo-dependente. Esses resultados sugerem que esses compostos ndo sdo bioativados em
espécies reativas pelas isoformas do citocromo P450 avaliadas. Este € um excelente resultado,
haja vista que 0s processos de bioativacdo estdo envolvidos em interacBes farmacoldgicas,

toxidez, carcinogenicidade e graves idiossincrasias
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Capitulo 5

Estudos de identificacao de

metabolitos e sitios de metabolismo
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Neste capitulo é apresentada uma discussao
sobre a caracterizacgdo metabdlica de
substancias de interesse em quimica
medicinal, o0s métodos analiticos e
computacionais comumente usados para sua
avaliacdo, bem como os resultados obtidos a
partir estudos de dois promissores inibidores
enzimaticos desenvolvidos pelo grupo
NEQUIMED.



5. ESTUDOS DE BIOTRANSFORMACAO

5.1. Caracterizacdo dos metabolitos e identificacéo dos sitios de metabolismo

Os metabolitos sdo entidades quimicas resultantes da biotransformacgdo de substancias
endogenas e xenobioticos. Como ja discutido, varias vias de biotransformacgéo sdo possiveis e a
avaliacdo do destino metabdlico, o conhecimento das rotas e a extensdo do metabolismo em
animais e humanos, sdo objetivos centrais na quimica medicinal. Portanto, a caracterizacao
estrutural dos metabdlitos e a identificacdo de sitios metabolicamente vulneraveis na estrutura
quimica dos candidatos a farmacos sdo informagfes fundamentais que guiam os quimicos
medicinais para 0 planejamento de novos compostos matrizes com propriedades

farmacocinéticas aperfeicoadas.

A caracterizacdo metabdlica é geralmente complicada e trabalhosa uma vez que as
reacOes metabdlicas produzem uma variedade enorme de compostos estruturalmente diversos e
em concentracdes relativamente baixas. Além disso, as matrizes bioldgicas estdo repletas de
proteinas, lipideos e outros compostos endégenos que interferem na deteccdo dos metabolitos. A
espectrometria de massas tem se tornado a ferramenta analitica de escolha para a detec¢do e
identificacdo de metabolitos devido a sua capacidade de ser facilmente acoplada a sistemas de
cromatografia liquida (LC) através de interfaces de ionizacdo a pressao atmosférica (API). A alta
sensibilidade e seletividade da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC/MS) e sua habilidade em separar, detectar e identificar muitos metabdlitos na presenca de
materiais enddgenos, a torna uma das técnicas mais versateis e robustas para o estudo de
metabolismo de farmacos. * Tendo isso em vista, uma discussdo sobre a instrumentacdo dessa

técnica sera introduzida aqui.

5.1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a ferramenta analitica padrdo

escolhida para separacdo de misturas complexas. A HPLC se baseia na migracao diferencial dos
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componentes de uma amostra devido a diferentes interacfes com duas fases imisciveis, a fase
movel e a fase estacionéria. De forma geral, 0 grau de separagdo depende da extensdo e da
qualidade das interacdes existentes entre os varios componentes da amostra com as duas fases.
Esse padrdo de interacdo pode ser manipulado atraves de diversas combinacGes de solventes e
colunas com o intuito otimizar as condigdes de separagdo. Deste modo, a escolha das condigcOes
cromatograficas para os estudos de identificagdo de metabdlitos € uma etapa crucial no
desenvolvimento do método de andlise, uma vez que possibilita separar os metabolitos uns dos
outros e também dos diversos componentes da matriz biol6gica, permitindo analises mais
precisas e com menos interferentes. A grande possibilidade de combinacdes entre fases méveis e
estacionérias torna-a uma técnica extremamente versatil e de grande aplicabilidade, capaz de

realizar a separacdo de praticamente qualquer mistura.

Sendo assim, uma boa separacdo pode facilitar a ionizagdo e a caracterizacdo de um
composto de interesse quando um espectrobmetro de massas for utilizado como detector.
Tradicionalmente, os estudos de metabolismo sdo conduzidos usando longas colunas de fase
reversa para assegurar adequada separacdo do farmaco dos seus metabdlitos e dos componentes

da matriz biolégica. 3

5.1.2. Métodos de ionizacao a pressdo atmosférica

Um pré-requisito para a deteccdo, identificacdo e quantificacdo de qualquer espécie por
um espectrémetro de massas é o fato de que todos os analitos devem ser convertidos em ions na
fase gasosa antes de adentrarem no detector de massas. As técnicas de ionizagdo a pressao
atmosférica (API) sdo amplamente usadas para identificacdo de metabolitos, principalmente
devido sua habilidade de ser acoplada a cromatografia liquida e gerar ions moleculares intactos
em fase gasosa, sem a necessidade de vacuo. As fontes classicas de ionizacgdo, ionizacdo por
electrospray (ESI) e a ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), cobrem diferentes faixas

de massas e de polaridade de analitos (Figura 5.1). Varios outros métodos de ionizacdo tem
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surgido com o intuito de ampliar ainda mais a aplicabilidade da espectrometria de massas, no

entanto uma lista exaustiva foge do objetivo proposto aqui.*®

Por ser uma técnica de ionizacdo branda e permitir a anélise de compostos de alta
polaridade (considerando que as reacdes metabdlicas produzem metabdlitos, em geral, mais
polares) e em matrizes complexas, a ionizagdo por “electrospray” (ESI) foi o método de

ionizacdo de escolha para esse trabalho e sera discutido em maiores detalhes nesse capitulo.

Figura 5.1 - Gréfico da polaridade versus massa do analito, destacando as regides onde cada método de ionizagdo €

aplicavel.
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Fonte: adaptado de ROSENBERG, E. The potential of organic (electrospray- and atmospheric
pressure chemical ionisation) mass spectrometric techniques coupled to liquid-phase separation for
speciation analysis. Journal of Chromatography A, v. 1000, n. 1-2, p. 841-889, 2003.

5.1.3. Ionizacao por “electrospray” (ESI)

O processo de ionizagdo por “electrospray” ¢ eletroforético por natureza.” De maneira
geral, o campo elétrico aplicado na ponta do capilar conduz a separacdo de cargas positivas e
negativas existentes na solugdo. Por exemplo, no modo positivo, a ponta do capilar tem,
relativamente, um potencial positivo mais alto do que o orificio de vicuo ou “skimmer”,
dependendo do aparelho. Assim, as cargas positivas na superficie da gota repelem umas as outras
e a superficie do liquido se expande para longe da ponta do capilar. Quando a forca eletrostatica

e a tensdo superficial sdo balanceadas, a superficie do liquido toma a forma de um cone, com um
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semiangulo de 49,3° no seu vértice. Essa disposicdo geométrica da superficie do liquido ficou
conhecida como “cone de Taylor” em homenagem aos trabalhos realizados por G. Taylor. A
medida que essa pequena goticula cresce, a repulsdo causada pelo excesso de cargas positivas
supera a tensdo superficial e, entdo, a formacdo de goticulas menores ocorre a partir do vértice do

cone.®

Dois mecanismos foram propostos para explicar a formacdo de ions em fase gasosa a
partir de liquidos. O primeiro é conhecido como modelo da carga residual (CRM), Figura 5.2.
Neste, a evaporacdo do solvente a partir da gota inicialmente formada, conduz a um aumento na
densidade de carga na superficie do liquido. Quando, finalmente, a repulsdo entre as cargas
supera a tensdo superficial, ponto conhecido como limite de Rayleigh, ocorre a “exploséo
coulombica” e a gota se fragmenta. Esse processo continua com a evaporagao de todo o solvente

até, finalmente, os ions individuais ou “clusters” de ions serem formados em fase gasosa.g'9

Figura 5.2 - Modelo da carga residual (CRM). A evaporacdo do solvente a partir da gota inicialmente formada
conduz a um aumento na densidade de carga na superficie do liquido. Quando a repulsdo entre as
cargas supera a tensdo superficial, ocorre a explosdo coulombica e a gota se fragmenta. Esse processo
se repete até a liberagdo dos ions em fase gasosa.
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Por outro lado, no modelo de evaporacdo i6nica (IEM), Figura 5.3, a evaporacdo do
solvente e a “explosdo couldmbica” reduz o tamanho das gotas carregadas até um determinado
raio critico (aproximadamente 10-20 nm), onde entdo a emissdo de ions na fase gasosa
comecaria ocorrer. A evaporacgdo idnica substitui a “explosdo coulombica” e continua até que os

fons ou “clusters” de fons sejam formados em fase gasosa.® Acredita-se ainda que os dois
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modelos possam ocorrer, sendo que ions menores sdo provavelmente formados por IEM,

enquanto que ions maiores, como no caso das proteinas, tendem a ser formadas por CRM.

Figura 5.3 - Modelo de evaporacdo idnica (IEM). A evaporacao do solvente e a “explosdo couldmbica” reduz o
tamanho das gotas carregadas até um determinado raio critico, onde entdo a emissdo de ions na fase
gasosa comega ocorrer.
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Durante a ioniza¢do por “electrospray” trés processos essencialmente distintos podem
ocorrer no interior do capilar: reacdes redox (oxidacao/reducao), que produzem ions moleculares
(M™) ou (M™); reacdes acido/base (protonacéo/desprotonagdo), que resultam na formacédo de
moléculas protonadas [M+H]" ou desprotonadas [M-H]" e a coordenacdo com cétions
(geralmente da familia 1A) ou anions (principalmente cloretos) que conduzem a formacédo de

moléculas cationizadas [M+Na]*e [M+K]" ou anionizadas [M+CI]".5°

5.1.4. Instrumento hibrido do tipo Qg-TOF

As vantagens de um analisador do tipo TOF tém sido exploradas desde a década de 1990
em instrumentos hibridos, onde é empregado como um segundo analisador de massas. O
primeiro analisador € acoplado ao TOF de maneira que a aceleragdo dos ions tenha uma
trajetdria perpendicular entre os dois analisadores. A principal vantagem de ter um analisador do
tipo TOF em dltimo estdgio do instrumento é o fato dele ser capaz de transmitir ions
simultaneamente, conduzindo a uma melhora significativa na sensibilidade. De fato, essa
capacidade de detectar ao mesmo tempo todos 0s ions com uma boa precisdo, torna o analisador

do tipo TOF ideal para ser acoplado com detectores exploratorios “do inglés, scanning
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analysers” que podem detectar os ions de maneira sucessiva durante um periodo de tempo.
Assim, essa combinacdo tem a vantagem de possibilitar analises extremamente rapidas e com
excelente sensibilidade. Nos analisadores do tipo tempo-de-voo (TOF), os ions provenientes da
fonte de ionizacdo ou da célula de colisdo quadrupolar séo acelerados ortogonalmente por um
pulso de energia (pulso de extracdo) antes de serem langados no vacuo por uma distancia
definida. Assim ions com menor razdo m/z possuem maior velocidade e chegam primeiro ao
detector em relacdo aqueles com maior razdo m/z. Dessa forma € possivel obter a relacdo

massa/carga, medindo-se o tempo de deslocamento dos fons até o detector. **

Nos instrumentos hibridos do tipo Qg-TOF, um analisador do tipo quadrupolo Q1 e uma
célula de colisdo quadrupolar (ou hexapolar, dependendo do aparelho) g2 sdo acoplados ao
detector do tipo TOF, por esse motivo essa configuracdo é geralmente conhecida como Qq-TOF.
Esse instrumento pode ser descrito como um triploquadrupolo em que o ultimo quadrupolo é
substituido por um analisador do tipo tempo-de-voo. Um analisador de massas do tipo
quadrupolo consiste de quatro cilindros metalicos paralelos. Uma corrente elétrica do tipo DC e
um potencial RF (radio frequéncia) alternante é aplicado sobre eles de forma que os ions
produzidos na fonte de ionizagdo do instrumento sejam focalizados ao centro da regido entre 0s
cilindros, atravessando-os de forma axial. A trajetdria dos ions €, portanto, dependente do campo
elétrico produzido, de forma que apenas ions de uma particular razdo m/z terdo uma trajetoria
estavel, alcancando o detector. A RF pode ser variada para que ions de diferentes razdes m/z
alcancem o detector, gerando assim o espectro de massas. A trajetoria dos ions pode ser bastante

complexa, podendo ser simplificadamente descrita como helicoidal.*

No modo (MS) do Qg-TOF com acelerador ortogonal, os quadrupolos Q1 e g2 operam
apenas no modo radiofrequéncia (RF). Neste modo, a faixa de ions que passa pelos quadrupolos
é expandida fazendo com que eles atuem somente como guias de ions mas mesmo assim agem
limitando a faixa de massa que pode ser analisada pelo TOF. Dessa forma, o resultado € um bom
desempenho com respeito a resolucéo e acuracia do analisador do tipo TOF, mas com a faixa de

massa limitada pela transmiss&o dos quadrupolos.**
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No modo de operacdo MS/MS, o quadrupolo Q1 é usado como filtro de ions para
selecionar e transmitir somente ions precursores de interesse. Esses ions sdo acelerados por uma
diferenca de potencial entre 20 e 200 eV, antes de adentrarem na célula de colisdo g2, onde
sofrerdo fragmentacdo pela colisso com moléculas de gas inerte (usualmente argdnio ou
nitrogénio), processo conhecido como CID (do inglés, colision induced dissociation). Por fim, 0s
ions produzidos na célula de colisdo adentram o analisador TOF onde serdo separados pela

relagcdo massa/carga de acordo com seus tempos de voo.*!

Atualmente os analisadores do tipo Qg-TOF apresentam alta resolucdo e precisdo (até
5ppm). Os mecanismos que possibilitaram essa elevada resolugdo foram (i) a extracdo pulsada
atrasada (do inglés, delayed pulsed extraction) e (ii) refletores (do inglés, reflectrons). No
primeiro caso, uma demora entre o tempo de ionizacdo e a extracdo (geralmente de nano
segundos a microssegundo) é usada para reduzir a diferenca na energia cinética inicial dos ions.
Durante esse intervalo, a energia cinética resultante da ionizacdo faz com que os ions se
distribuam na éarea de extracdo de forma que as espécies de mesma razdo m/z com energia
cinética maior se aproximam mais do detector do que agqueles com energia cinética menor. O
pulso extrator &, portanto, aplicado na forma de um gradiente de energia na regido onde estdo 0s
fons. Os ions com menor energia cinética inicial recebem um pulso com mais energia e 0s ions
com maior energia cinética inicial recebem um pulso com menos energia, igualando-se boa parte
da energia cinética residual e a aceleracdo dos ions, melhorando a resolucdo do TOF. Ja o
segundo caso, envolve o uso de refletores eletrostaticos que aumentam o caminho 6tico
percorrido pelos ions. Isso aumenta o tempo de voo e, consequentemente, a resolucdo do
equipamento. Estes refletores eletrostaticos sdo constituidos por uma série de grades que criam
um campo elétrico responsavel por retardar o voo dos ions e os reflete de volta no tubo de voo,
obrigando-os a fazer uma curva no espac¢o. Durante essa curva, as diferengas na velocidade dos
ions de mesma razdo m/z sdo compensadas, 0 que faz com que os ions cheguem ao mesmo

tempo ao detector.™
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Figura 5.4 - Visdo funcional do ESI-QqTOF
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Fonte: MicrOTOFQ manual. Bruker Daltontics.2008.

5.1.5. Identificacdo dos metabolitos

==s=

Apo0s a geracdo do espectro de massas, este deve ser inspecionado para se identificar a

presenca de metabolitos de fase | e Il. A Tabela 5.1 apresenta uma lista das reacbes de

biotransformacdo mais comuns e a mudanca de massas correspondentes para metabolitos de fase

I. O processo metabdlico de fase | mais corriqueiro é a hidroxilacdo do composto parental que

gera um metabdlito M+16 Da, em geral produzido pela acdo das enzimas do citocromo P450.
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Tabela 5.1 - Reac¢des de biotransformacéo mais comuns e as respectivas alteracdes de massas produzidas.

Mudanca de Massa (Da)

Tipo de biotransformacao

-28

-14

-2

+2

+14

+16

+18

+30

+32

Desetilacdo (-CoHy)
Desmetilacdo (-CH,)
Oxidacéo por dois elétrons (-H,)
Reducéo por dois elétrons (+H>)

Adicao de oxigénio e oxidacdo por dois
elétrons (+0O-H,)

Adicéo de oxigénio (+0)
Hidratacdo (+H,0)

Adicdo de dois a&tomos de oxigénio e oxidagdo

por dois elétrons (+20-H,)

Adicdo de dois 4&tomos de oxigénios (+20)

A Tabela 5.2 apresenta uma lista dos mais comuns metabolitos de fase Il e as

correspondentes mudancas de massa. Metabdlitos de fase Il envolvem a conjugacdo de

compostos enddgenos com o objetivo de tornar o composto parental mais sollvel e sdo

produzidos por uma série de enzimas ja discutidas no capitulo 2 dessa dissertacao.
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Tabela 5.2 - Mais comuns metabdlitos de fase Il e as correspondentes mudancas de massa.

Mudanca de massa (Da) Conjugado
+42 Acetil
+80 Sulfato
+57 Glicina
+107 Taurina
+176 Glicuronideo

+307 ou 305 Glutationa

Embora o espectro de massas simples (MS) é frequentemente suficiente para identificar o
tipo de biotransformacdo que ocorreu, a fragmentacdo dos ions precursores (MS/MS) €
necessario para identificar a regido da molécula onde aconteceu a modificacdo estrutural. Essa é

uma etapa basicamente investigativa e de fundamental importancia para os quimicos medicinais.

5.1.6. Métodos in silico aplicados ao estudo de biotransformacéo de farmacos

Considerando a importancia do conhecimento das propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas durante o estadgio de desenvolvimento de um novo candidato a protétipo de
farmaco, varios métodos in silico tém sido desenvolvidos com o intuito de prever tais
propriedades, auxiliando os estudos experimentais e permitindo que candidatos potencialmente
toxicos sejam eliminados antes dos estagios clinicos avangados. Estes estudos sdo capazes de
prever o destino metabdlico de determinadas substancias, as regibes da molécula que séo
susceptiveis ao ataque das enzimas metabolizadoras, bem como 0s possiveis metabolitos

formados. *2
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As ferramentas utilizadas na previsao de tais propriedades envolvem estudos de relacdo
estrutura-atividade quantitativa (QSAR), modelagem molecular, estudos de similaridade quimica
(2D e 3D) e programas que fazem uso de extensos bancos de dados contendo o destino
metabdlico de uma grande nimero de substancias experimentalmente determinadas.®* Outras
excelentes combinacgdes sdo de modelos 3D obtidos por modelagem molecular e sofisticadas
abordagens de QSAR baseadas em andlises de parametros multivariados obtidos a partir de
campos moleculares de interacdo (MIFs), como encontrado no programa MetaSite. O MetaSite é
um sistema restrito as principais enzimas do citocromo P450. No final do procedimento os
atomos do substrato sdo classificados de acordo com suas acessibilidades e reatividades. Em
outras palavras ele utiliza a estrutura 3D, tanto da enzima quanto do substrato fornecendo os

principais sitios de metabolismo da molécula estudada.*®

A identificacdo do sitio de metabolismo nas fases iniciais do processo de
desenvolvimento de farmacos é comumente realizada por LC-MS/MS. No entanto, as
informacBes obtidas com esses experimentos sdo frequentemente limitadas, uma vez que nos
fornece apenas uma indicacdo genérica de qual a porcdo da molécula esta sujeita a oxidacdo,
reducdo ou hidrolise pelas enzimas do citocromo P450. Nesse contexto, o software MetaSite
possibilita um refinamento dos resultados obtidos pelo experimento de LC-MS/MS ao prever as
posicBes especificas de sitios de metabolismo na estrutura da molécula parental. Desse modo,
combinando as informacGes experimentais com o poder preditivo desse método computacional é
possivel chegar a uma hip6tese mais aproximada da posi¢do do sitio de metabolismo, guiando
assim as modificacOes estruturais necessarias para se modular as propriedades metabdlicas de

um candidato farmaco.

Nesta etapa do trabalho, foi realizada a caracterizacdo metabdlica dos compostos

Nequimed54 e Nequimed125.
5.2. Materiais e métodos experimentais

5.2.1. Extracéo e preparacéo das fragdes microssomais
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Ratos da raga Wistar de 6-8 semanas foram mantidos em sala apropriada a 20-23 °C com
umidade relativa de aproximadamente 50%, ciclos de luz e escuriddo de 12 h, livre de patégenos,
em ar limpo e com constante suprimento de 4gua. Estes animais foram mantidos no laboratério
de Neuroenddcrinologia, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal de

Sao Carlos, laboratdrio no qual também foram realizadas as extra¢des dos figados.

Os figados de ratos foram degelados, pesados, picados e submetidos & extracdo das
fracbes microssomais. Os pedacos de figado picado foram homogeneizados em um ultra-som
(Ultra-Turraz), em meio a solucdo de tamp&o PBS gelada. As fragdes foram obtidas através de
uma sequéncia de centrifuga¢cdes. Primeiro por 5 minutos a 600 x g, onde o sobrenadante foi
recolhido e novamente centrifugado a 6.500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi novamente
recolhido e submetido a outra centrifugacdao por 20 minutos, agora em uma rotacao de 12.000 x
g. Todas as centrifugagdes foram realizadas a uma temperatura de 4 °C.

Finalmente, para a obtencdo das fragdes microssomais, a amostra foi submetida a uma
ultracentrifugacdo com uma rotacao de 126.000 x g por 60 minutos a 4 °C. O material depositado
(pellets) foi removido do tubo de ultracentrifugacéo e transferido para um tubo de polipropileno
com tampdo PBS (pH = 7,4). A solucdo foi homogeneizada, utilizando um ultra-som. As
amostras foram transferidas para tubos criogénicos e guardadas em freezer a -80°C. Para cada
extracdo microssomal, a determinacdo da concentracdo total de proteinas foi efetuada usando o
método de BRADFORD. Essa etapa foi realizada no Grupo de Sintese Organica e HPLC da
Universidade Federal de Sdo Carlos sob a supervisdo da professora Dr®. Regina V. Oliveira.

5.2.2. Procedimentos de incubagéo in vitro

Os ensaios in vitro foram realizados em tubos de ensaio e em duplicatas. Preparou-se
inicialmente uma solucdo estoque a 10 mM do composto teste em DMSO. Os microssomas
foram descongelados e sua concentragdo ajustada para 20mg/ml de proteina microssomal. Para

um total de 190 pL, foram adicionados 181 pL de tampéo fosfato de potassio (100 mM a pH
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8,0), 2 pL de uma solucéo de NADPH a 20 mM (para uma concentracdo final de 1 mM) e 5 pL
de microssomas (para uma concentracdo final de 0,5 mg/ml). Seguiu-se com a pré-incubacao dos
microssomas, tamp&o e composto teste (2 pL da solucéo estoque para uma concentracédo final de
100 puM) em banho-maria a 37 °C por 5 minutos. O percentual de DMSO no ensaio foi de 0,01%.
A reacéo foi iniciada com a adicdo de 10uL de NADPH a 20 mM, seguida pela incubacéo por 3
horas a 37 °C em leve agitacdo. A reacgéo foi finalizada pela adi¢do de 200 pL de acetato de etila.

A mistura foi levada ao vortex e depois centrifugada a 9000 rpm por 5 minutos. A fragdo
organica foi recolhida e secada em temperatura ambiente utilizando-se um SPEEDVAC. O
material seco resultante foi redissolvido na fase movel e congelado a -20 °C até a anélise por LC-
MS. As analises foram realizadas em um equipamento de LC-ESI-QqOTOF-MS da Bruker
Daltonics no laboratdrio de Cromatografia do Instituto de Quimica de Sdo Carlos (CROMA) sob
a supervisdo do Professor Dr. Fernando Mauro Langas.

Neste ensaio, 0s seguintes controles foram adicionados:

e Controle A: solucdo do Composto teste na concentracdo 100 uM, dissolvido em tampéo
fosfato de potéssio (100 mM e pH 8,0) a 0,01% de DMSO.

e Controle B: solucdo do Composto teste na concentracdo 100 uM, dissolvido em tampao
fosfato de potéssio (100 mM e pH 8,0) a 0,01% de DMSO e NADPH na concentracéo de
ImM.

e Controle C: solugcdo do Composto teste na concentracdo 100 UM, dissolvido em tampéo
fosfato de potassio (100 mM e pH 8,0) a 0,01% de DMSO e microssomas de figado de

rato na concentracdo de 0,05 mg/mL de proteina microssomal.

5.2.3. Predicdo de sitios de metabolismo utilizando o software MetaSite.

A metodologia aplicada no MetaSite envolve o célculo de dois conjuntos de descritores,
um para especifica CYP envolvida e o outro para o potencial substrato, fornecendo uma
“impressao digital” quimica (do inglés, fingerprint) de cada um deles. O conjunto de descritores

usados para caracterizar a CYP envolvida é baseado em campos moleculares de interagdo
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flexiveis (GRID-MIFs). Esses campos independem da posic¢do inicial da cadeia lateral dos
residuos de aminodcidos e sdo mais adequados para simular a adaptacdo que a enzima sofre com
a interacdo do substrato. Sondas fisico-quimicas sdo usadas para calcular o potencial de interacao
em cada ponto do sitio ativo com o objetivo de se obter informacGes quimicamente especificas
sobre a maneira com que a macromolécula pode interagir com seus ligantes. Os pontos de
interacdo 3D foram usados para calcular o “fingerprint” da enzima usando o programa GRIND.
Para cada mapa de interacdo CYP-sonda, a informacdo é convertida em um histograma que
captura as interacfes farmacoforicas da estrutura tridimensional da proteina. Tais histogramas
sdo chamados de correlogramas que apresentam as distancias entre o centro reativo do citocromo
(Ferro-oxeno na porcao heme) e as diferentes regides quimicas no interior do sitio ativo da
enzima, veja a Figura 5.5.

Figura 5.5 — Representacéo de um correlograma com as distancias entre o centro reativo do citocromo (Ferro-oxeno,
na porc¢do heme) e as diferentes regides quimicas no interior do sitio ativo da enzima.
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A estrutura tridimensional de cada substrato foi submetida a uma busca conformacional,
onde os confémeros de baixa energia foram selecionados para realizagdo dos célculos de
predicdo. Os descritores utilizados para caracterizar o substrato também foram obtidos a partir de
sondas fisico-quimicas, sendo que todos os atomos do substrato foram categorizados como:
hidrofébicos, doadores de ligacdo de hidrogénio, aceitadores de ligagdo de hidrogénio ou

eletricamente carregados. As distancias entre as diferentes posicdes atdmicas classificadas
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anteriormente foram medidas e, entdo, transformadas em codigos binarios (Figura 5.6). Assim,
os valores de 1 e 0 foram atribuidos a cada “bin”, indicando respectivamente a presenga ou
auséncia daquela distancia entre os atomos avaliados, produzindo um “fingerprint” de cada

categoria de 4&tomos do substrato.**

Figura 5.6 — Impressdo digital (“Fingerprint”) de cada categoria de 4tomos do substrato. As distancias entre as
diferentes posicdes atbmicas classificadas sdo medidas e, entdo, transformadas em cédigos binarios.
Assim, os valores de 1 e 0 sdo atribuidos a cada “bin”, indicando respectivamente a presenga ou
auséncia daquela distancia.
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Uma vez obtidas as distancias entre as diferentes regides do sitio ativo da enzima e o
centro reativo da CYP, uma comparacdo direta com as distancias entre os diversos atomos do
ligante é feita. A complementariedade das distancias dos MIFs das regides hidrofdbicas,
carregadas, doadoras ou aceitadores de ligacdo de hidrogénio da enzima e do substrato é
computada usando o indice de similaridade de Carbé, como demonstrado na Figura 5.7.*
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Figura 5.7 - Calculo de similaridade entre os correlogramas da CYP e do ligante utilizando o indice de similaridade
de Carbd.
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I Presenca da distancia no ligante

A predicdo do sitio de metabolismo é baseada na hipétese de que as distancias do centro
reativo na CYP (Ferro-oxeno na por¢do heme) com os pontos de interacdo na cavidade da
proteina (GRID-MIFs) se correlacionam com as distancias entre o centro reativo da molécula e
as posicGes dos diferentes tipos de atomos passiveis de interacdo no substrato. Assim uma
pontuacdo € atribuida a cada atomo do ligante, sendo essa proporcional a exposi¢do dos mesmos
ao grupo heme, representando o componente que avalia a acessibilidade do substrato em relacao

ao sitio reativo da enzima.'*

Como apresentado, as enzimas do citocromo P450 catalisam tanto reacOes de oxidagdo
quanto de reducdo. As reacdes oxidativas sdo mais comuns e incluem a hidroxilacdo de anéis
aromaticos, N-, O- e S-desalquilacdo, N-oxidacdo, sulfoxidacdo, N-hidroxilagdo, desaminacéo,
desalogenacdo e dessulfuracdo. Algumas CYPs apresentam forte preferéncia por certos
mecanismos de reacOes. Essas preferéncia é considerada pelo MetaSite ao introduzir o
componente Mi (probabilidade de ocorrer um especifico mecanismo de reacdo). Além disso, a

maioria dessas reacOes requer a formacao de espécies radicalares que usualmente representam a
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etapa determinante da velocidade da reacdo. Por isso, um componente de reatividade R; é
calculado para cada atomo do substrato, levando em consideracdo a energia de ativacao
requerida para produzir os intermediarios reativos para um especifico mecanismo de reacdo. Isso
¢ feito através de uma combinacdo de calculos de orbitais moleculares e reconhecimento de
fragmentos. O componente R; independe da especifica isoforma, estando relacionado
basicamente com propriedades fisico-quimicas do substrato.'*

Assim podemos observar que trés componentes dirigem o controle do sitio de
metabolismo na estrutura do substrato. O primeiro componente ¢é a acessibilidade do atomo em
relacdo ao centro catalitico da enzima (E;), 0 segundo € a reatividade quimica do referido atomo
(Ri) e por ultimo a probabilidade de ocorrer o especifico mecanismo de reacdo (M;). Uma vez
que os trés componentes sdo calculados, o sitio de metabolismo pode ser descrito como uma
funcdo probabilidade Psonm, mostrada na equacdo abaixo que esta correlacionada com a energia

livre global do processo.™

Psom = Ei.Ri.M;

A funcdo Psom assume valores distintos para os diferentes atomos do ligante de acordo
com os valores dos componentes E;, Ri.e M; Quando o atomo do ligante esta exposto ao centro
catalitico da enzima (E; possui uma pontuacdo elevada), mas sua reatividade € muito baixa (R;
possui uma pequena pontuacao), a probabilidade de aquele atomo ser um sitio de metabolismo
sera proxima de zero. De maneira similar, quando um atomo € muito reativo (R; tem um valor de
pontuacdo alto), mas ele ndo esta exposto ao centro catalitico da enzima (E; tem uma pontuacéo
muito baixa), a probabilidade de esse atomo ser um sitio de metabolismo também é préxima de
zero. Portanto, para ser considerado um sitio de metabolismo, um atomo deve possuir valores
significantes de reatividade e acessibilidade em relacdo ao grupo Heme. No entanto, se duas
posicdes atbmicas apresentarem valores de pontuacdo similares para os componentes E; e R;j (ou
valores similares do produto E; X R;), o sitio de metabolismo devera ser aquele que apresenta
maior probabilidade de ocorrer o especifico mecanismo de reacao, ou seja, aquele que apresentar

maior valor de M;.*
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5.3. Resultados e discussao

5.3.1. Identificacdo dos metabdlitos principais do composto Nequimed54

Os produtos de biotransformacdo foram identificados pela comparagdo entre oS
cromatogramas obtidos das incubacdes microssomais e aqueles obtidos dos controles usados nos
ensaios. Essa andlise comparativa permitiu identificar possiveis interferentes e diferencia-los dos
metabdlitos produzidos. Além disso, tais controles fornecem informacGes importantes sobre a
estabilidade quimica das moléculas estudadas frente a cada componente do meio reacional. Os
controles foram submetidos aos mesmos procedimentos de preparacdo e extracdo que foram

utilizados nas incubagdes microssomais.

Os trés controles utilizados nesse ensaio foram genericamente nomeados de controle A, B
e C. O controle A envolve a incubagdo do composto teste com o tampdo da reacdo (tampéao
fosfato de potéssio na concentracdo de 100 mM e pH 8,0) e fornece uma informacdo valiosa
sobre a estabilidade quimica da molécula frente ao pH da reacdo. O controle B, envolve a
incubacdo do composto testes com o tampdo da reacdo e NADPH (1 mM). O NADPH é o agente
redutor bioldgico requerido para iniciar a reacdo de biotransformacdo catalisada pelas enzimas
metabolizadoras dependentes de NADPH (enzimas do citocromo P450 e flavina
monooxigenases). Muitos compostos quimicamente instaveis podem reagir com o NADPH
através de uma reacdo ndo enzimatica. A avaliacdo dessa via de degradacdo é importante, pois 0s
estudos de estabilidade metabdlica envolvem, geralmente, um tempo prolongado de incubacéo
da molécula com esse agente redutor. Por fim, o controle C envolve a incubacdo do composto
teste com o tampéo da reagdo e a suspensdo microssomal. Tal controle pode nos dizer se existe
alguma rota de biotransformacdo do composto que ndo seja dependente de NADPH. Além disso,
o controle C nos fornece informacbes sobre possiveis interferentes presentes na fracao

microssomal.

As Figura 5.8 e Figura 5.9 referem-se aos cromatogramas obtidos da incubacdo
microssomal e dos controles usados no estudo de biotransformacdo do composto Nequimed54
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por LC-ESI-QqTOF-MS, utilizando-se 0 modo de ionizacao positivo. A fase movel usada nessa
andlise foi composta de acetonitrila e tampédo acetato de aménio (50:50 V/V) em pH 4,0. A
ionizagdo do composto Nequimed54 gerou um forte sinal do fon pseudomolecular [M+H]" de
m/z 280. A Figura 5.8 mostra os cromatogramas do ion extraido no modo de operacdo MS. Pode-
se observar pela analise dos cromatogramas 54B e 54C (controles) uma diminui¢do na area do
pico cromatografico de 28% e 28,6%, respectivamente, em relagdo ao controle 54A. Essa
diminuicdo pode estar relacionada com alguma instabilidade da molécula frente o agente redutor
(NADPH) presente no controle 54B e devido a acdo de enzimas metabolizadoras néo-
dependentes de NADPH, no caso do controle 54C. O cromatograma 54D mostra uma diminuigéo
da érea do pico cromatogréfico de 51,6%. Isso sugere uma deplecdo do substrato devido a acéo
de enzimas metabolizadoras dependentes de NADPH presentes na suspensdo microssomal.

Figura 5.8 — Cromatogramas do ion extraido de m/z 280 no modo de operagdo MS dos controles e da incubacgéo
microssomal referentes ao estudo de biotransformacdo do composto Nequimed54.
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Com base nesses resultados, uma busca sistematica por metabdlitos foi realizada no ion
cromatograma total, monitorando-se as variagbes de m/z tipicas de processos de
biotransformacao de fase I. A Figura 5.9 mostra a identificacdo do Unico metabdlito observado
[M+16]". Pode-se notar que o ion extraido de m/z 296,00 esta presente apenas na incubac&o
microssomal 54D, com um tempo de retencdo 4,8 min. A presenca desse pico apenas nesse
cromatograma afasta a possibilidade do mesmo ser um possivel interferente da matriz ou produto
de biotransformacdo ndo dependente de NADPH. Essa variacdo da m/z é condizente com uma
hidroxilacdo, processo muito comum dentro do contexto das reacdes de biotransformacdo. Apds
a identificacdo do metabdlito [M+16]", seguiu-se a caracterizacio estrutural no modo de
operagdo MS/MS. O espectro de fragmentagdo do fon precursor [M+16]" nos fornece
informacBes importantes para a identificacdo do sitio de metabolismo. Essa etapa sera discutida
na préxima secao desse capitulo.

Figura 5.9 — Identificacdo do metabdlito m/z 296, [M+16]". A presenca do pico cromatografico apenas na incubacio

microssomal 54D afasta a possibilidade do mesmo ser um possivel interferente da matriz ou um
produto de biotransformacdo ndo dependente de NADPH.
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5.3.2. Identificacdo dos sitios de metabolismo do composto Nequimed54

Por apresentar semelhancas estruturais com a molécula parental, o metabolito tende a
produzir, na maioria das vezes, um espectro de fragmentacdo semelhante ao do substrato. Essa
caracteristica pode ser utilizada para identificar qual o tipo de modificacdo quimica o substrato

sofreu, bem como a regido da estrutura da molécula em que ela ocorreu.

A Figura 5.10 mostra o espectro de fragmentacdo do ion extraido de m/z 280 referente ao
composto Nequimed54, [M+H]". As analises foram realizadas no modo de ionizacio positivo,
utilizando-se uma energia de colisdo de 35eVV com uma resolucdo de massas 6.000. Pode-se
observar a presenca do sinal de dois ions fragmentos mais estaveis no espectro, o primeiro de m/z
137,0232 e o segundo de m/z 144,0820. Outros ions observados no espectro sdo os de m/z
142,0820 e 143,0820.

Figura 5.10 — Espectro de fragmentacéo do ion extraido de m/z 280 referente ao composto Nequimed54.
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Todos os fragmentos relevantes deste espectro sdo produtos da clivagem alfa da cetona.
O oxigénio carbonilico € o sitio preferencial de perda de elétrons durante o processo de excitacao
causado pelo choque do ion pseudomolecular com o gas N, contido na camara de colisdo. A
perda de um elétron e a formacdo do ion pseudomolecular excitado resulta na clivagem
homolitica da ligacdo C-C adjacente a carbonila, processo conhecido como clivagem alfa. Esse

processo gera um fragmento radicalar neutro, geralmente ndo detectavel pelo espectrometro de
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massas e um fragmento catibnico, conhecido como ion acilio. Considerando que as analises
foram realizadas no modo de ionizagdo positivo, podemos inferir que 0 processo ocorreu com
retencdo de carga no sitio radicalar, haja vista que a carga positiva permaneceu no ion acilio,
sinal de m/z 137,0232. A carga positiva observada no cation radical metil quinolinico deriva do
processo de ionizagdo por ESI e ndo do CID. A proposta do mecanismo de fragmentagédo segue
na Figura 5.11.

Figura 5.11 — Proposta de mecanismo de fragmentacdo do composto Nequimed54.
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Aqui, a carga positiva do ion acilio é fortemente estabilizada pelo efeito de ressonancia
com a porcao diidréxifenilica. Da mesma forma, o cation radical metil quinolinico é também
estabilizado pelo efeito de ressonancia com a por¢do quinolinica. Como podemos observar no
espectro de fragmentacdo da Figura 5.12, o ion fragmento de maior intensidade do espectro
possui uma m/z de 144,0820 e ndo de 143,0820.

A presenca desse sinal no espectro pode ser racionalizada em termos de reacOes
radicalares que ocorrem no interior da cadmara de colisdo em decorréncia do choque entre 0s
fragmentos gerados.

Figura 5.12 — Coliséo de espécies radicalares. Proposta de racionalizagdo dos sinais de m/z 144,0820 e 142,0820
presentes no espectro de fragmentacdo do composto Nequimed54.
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Esse mecanismo explica satisfatoriamente os sinais de m/z obtidos em 142,0820 e
144,0820, sendo esse ultimo sinal o mais intenso e estavel do espectro de fragmentagdo, haja
vista que se trata de uma espécie catidnica e ndo radicalar. A Figura 5.13 mostra uma proposta
global para explicar os sinais observados no espectro de fragmentacdo do composto

Nequimed54.

Figura 5.13 — Proposta global de racionalizacdo do espectro de fragmentacdo do composto Nequimed54.
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Apos a analise do composto parental [M+H]" no modo de operacdo MS/MS, seguiu-se a
fragmentac&o do ion [M+16]", referente ao metabolito hidroxilado identificado anteriormente. A
Figura 5.14 mostra o cromatograma obtido a partir de um experimento de LC-MS/MS da
incubacdo do composto teste com a suspensdao microssomal e NADPH por um periodo de 6
horas. O primeiro cromatograma refere-se ao ion cromatograma total, onde podemos observar
claramente a presenca de dois picos cromatograficos referentes ao composto Nequimed54 (m/z

280) e seu metabolito formado (m/z 296). Os proximos quatro cromatogramas referem-se a
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fragmentacdo de cada um dos ions precursores e 0 monitoramento dos ions fragmentos mais
intensos e estdveis. Para o ion precursor referente ao composto teste m/z 280, dois ions
fragmentos foram monitorados, o primeiro correspondente ao fragmento de m/z 144,00 (cation
metil quinolinico) e o segundo de m/z 137,00 (ion acilio), no tempo de retencdo de Tr = 25,3
minutos. Ja para o metabdlito [M+16]", o fon precursor de m/z 296,00 produziu dois ions
fragmentos, o primeiro de m/z 137,00 e o segundo de m/z 160,00, no tempo de retencdo de Tr =
9,4 minutos.

Figura 5.14 - LC-MS/MS da incubagéo do composto teste com a suspensdo microssomal e NADPH por um periodo

de 6 horas.
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A anélise comparativa desses resultados nos mostra claramente que a hidroxilacdo nédo
ocorreu no fragmento de m/z 137,00 (ion acilio), mas sim no fragmento de m/z 144,00

correspondente ao cation metil quinolinico, produzindo o fragmento de m/z 160, oriundo da
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fragmentacdo do metabdlito. Essa informacéo é valiosissima, pois nos fornece qual a regido da
molécula sofreu o processo de biotransformacdo, restringindo as possibilidades de sitio de
metabolismo apenas para a por¢do quinolinica da molécula, como podemos observar na Figura
5.15.

Figura 5.15 - Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 296 e a estrutura referente ao metabdlito,destacando-se a
regido da molécula onde ocorrer a hidroxilagdo do composto Nequimed54.
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Pelo espectro de fragmentacdo (Figura 5.15) podemos sugerir que a formacdo dos ions
filhos se deu via 0 mesmo mecanismo observado para o composto parental. Portanto, a
formacéo dos fragmentos de m/z 158,075 e 160,075 derivam de reagdes radicalares que ocorrem
no interior da celula de colisdo em decorréncia do choque entre as espéecies produzidas pela
fragmentac&o do ion pseudomolecular [M+16]", semelhantemente ao observado na fragmentacio
do composto parental. O fragmento de m/z 159,075 é um cétion monorradical produto da
clivagem alfa da cetona, assim como o ion acilio de m/z 137,023, o0 processo ocorre com retencéo
de carga no sitio radical. A carga observada no fragmento m/z 160,075 deriva do processo de

ionizagdo e ndo da fragmentacgdo do fon peseudomolecular [M+16]".
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Com base, portanto, nas analises de LC-MS/MS podemos inferir que a hidroxilacdo do
composto Nequimed54 ocorreu na por¢do quinolinica da molécula. No entanto, ndo podemos
dizer a exata posicdo do sitio de biotransformacdo. Com intuito de obter informacgdes mais

detalhadas sobre a possivel posi¢cdo de hidroxilacéo, foi utilizado o software MetaSite.

5.3.2.1. Resultados de predicéo de sitios de metabolismo fornecidos pelo MetaSite
para o composto Nequimed54.

O resultado fornecido pelo MetaSite ndo é otimizado para extrair todas as informacdes
geradas pelo software, sendo necessarios o0 uso dos resultados intermediarios para criar as tabelas
e os graficos apresentados nesse trabalho. Um gréafico com os valores de E;, R; e Psom foi gerado

para cada uma das moléculas analisadas frente as nove isoformas estudadas.

A numeracdo dos dtomos da molécula foi feita de modo arbitrario pelo software, sem

seguir nenhuma regra de numeracao e ¢ mostrada na Figura 5.16.

Figura 5.16 — PosicOes atdmicas consideradas pelo software MetaSite nos estudos de predicdo de sitio de
metabolismo para o composto Nequimed54.
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Os resultados de predicdo para as nove isoformas estdo ilustrados no ANEXO 1.

Podemos notar que os quatro atomos melhores pontuados em todas as isoforma avaliadas
estdo na porcao quinolinica da molécula, sendo estes C11, N2, C1, C3 e C4, nesta ordem. Destes
quatro atomos, apenas o C11 ndo é um carbono aromatico e, sim, alifatico. Vale ressaltar que

uma hidroxilacdo nessa posicdo levaria a formagdo de um centro estereogénico. Observamos
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claramente que a porcdo diidroxifenilica ndo apresenta &tomos bem classificados e
provavelmente desempenha uma funcdo importante no posicionamento da molécula no sitio

ativo e o direcionamento do anel quinolinico para proximo do centro reativo da enzima.

Com base nesses resultados, pode-se notar que a posic¢ao atbmica C1 € considerada o sitio
preferencial de hidroxilacdo pelas isoformas CYP 1A1, CYP 2B6, CYP 2C19, CYP 2D6, CYP
2E1 e CYP 3A5. No entanto, essa posicdo atbmica € muito mal pontuada nos casos das
isoformas CYP 1A2, CYP 2C9 e CYP 3A4. Ja as posi¢cdes atbmicas C3 e C4 ndo foram
consideradas sitios de metabolismo preferenciais em nenhuma das predi¢des. O &tomo C3 obteve
a segunda melhor pontuacdo para as isoformas CYP 1Al, CYP 1A2, CYP 2C19, CYP 2D6 e
CYP 2E1 e o0 atomo C4 obteve a segunda melhor pontuacéo para as isoformas CYP 2B6 e CYP
3A5. O adtomo N2 foi considerado o sitio preferencial de hidroxilagéo para isoforma CYP 2C9.
Por fim, o &tomo C11 foi o sitio de hidroxilacdo mais bem pontuado para a isoforma CYP 1A2 e
CYP 3A4.

E importante ressaltar que esses resultados precisam ser analisados tendo sempre em vista
a proporcdo relativa de cada isoforma P450 em humanos. Estima-se que cerca de 50% de todas
as isoformas sejam compostas pela CYP 3A4, 20% pela CYP 2C9, 15% pela CYP 1A2, 10%
pela CYP 2E1, 5% pela CYP 2C19, 5% pela CYP 2D6, 5% pela CYP 2A6 e 5% pela CYP2B6.
Portanto é de se esperar que aquelas posicfes atbmicas que sejam alvos das isoformas mais
abundantes, tenham uma importancia maior do que aquelas que sdo alvos das isoformas presente
em menor quantidade em humanos. 1sso é especialmente importante quando uma analise global
de biotransformacdo hepatica € necessaria para se compreender quais as vias de
biotransformacdo sdo as preferenciais. No entanto, sabe-se que mesmo sendo considerado um
sistema enzimatico de elevada “promiscuidade”, podendo, muitas vezes, um mesmo composto
ser metabolizado por vérias isoformas, sempre existe uma preferéncia maior para uma
determinada P450 que domina a principal rota de biotransformacdo do substrato. As bases dessa
seletividade se encontram no processo de reconhecimento molecular de cada isoforma. Esse
processo é governado pela complementariedade estérica e eletrénica do sitio ativo de cada

enzima com o substrato alvo.
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Nas analises realizadas pelo MetaSite, o maior valor de pontuacdo foi dado para a
isoforma CYP 3A4 (posi¢do C11) com pontuagédo igual a 19. A segunda posi¢do com maior
pontuacdo predita foi para a isoforma CYP 2E1(posicdo C1) com valor de pontuacdo de 18.5.
Para a terceira colocacéo, as isoformas CYP 3A5 e CYP 2C9 obtiveram a mesma pontuacao para
as posicoes C11 e N2, respectivamente, com valor igual a 17. A Figura 5.17 mostra as vias
preferéncias de biotransformacéo do composto Nequimed54 preditas pelo MetaSite.

Figura 5.17 - vias preferéncias de biotransformacéo do composto Nequimed54 preditas pelo MetaSite.
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O anel quinolinico é uma substrutura comum a muitos farmacos como a quinina,
cloroguina, mefloquina, quinidina, rambamipide entre outros. Isso faz do anel quinolinico uma
estrutura privilegiada com relevancia particular para doencas causadas por protozoarios como
malaria, doenca de Chagas e leishmaniose. Em estudos recentes, essa substrutura tem mostrado
leve mutagenicidade depois de sua oxidac¢do por enzimas microssomais. O epdxido enamine, um
dos metabdlitos comuns, pode formar adutos com moléculas de DNA e induzir
carcinogenicidade. As enzimas do citocromo P450 participam do metabolismo oxidativo dessa
substrutura e suas rotas de biotransformacéo ja sao conhecidas tanto em microssomas de figado
humano quanto de ratos. Varios estudos com microssomas de figado humano apontam que a

isoforma CYP 2A6 é a principal P450 envolvida na formagdo da quinolina 8,9-ep6xido e 0
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metabdlito N-6xido. Embora o metabdlito 8,9-diidroxiquinolina seja derivado direto do epdxido
formado, a CYP 2A6 ¢ incapaz de produzir esse produto. A CYP 2EL1 é considerada a principal
isoforma responsavel pela 1-hidroxilagdo da quinolina e o produto hidroxilado tem sido
apontado como genotoxico em estudos realizados tanto em in vitro quanto in vivo. A Figura 5.18
apresenta as possiveis vias de metabolizagdo da quinolina em humanos, e a numeragéo atribuida
para os d&tomos do anel quinolinico foi a mesma daquela atribuida pelo MetaSite para uma

comparacéo direta e clara das informagdes.™

Figura 5.18 - Possiveis vias de metabolizacdo da quinolina em humanos.

Ho H H
§ H o
!wnllOH = H
-
mEH X,
8,9-diidroxiquinolina Quinolina 8,9-epoxido
CYP 1Al
CYP1A2
3 8 o
= 1 NG 9 =
e _—
Xy 1y 4 7 CYP2EL o
N 10 N
| 2
@ . Quinolina
Quinolina N-6xido 1-hidroxiquinolina

Por outro lado, estudos realizados com microssomas de figado de rato tém demonstrado
uma leve variagdo interespécies com um padrdo de metabolizacdo diferente e isoformas distintas
daquelas obtidas por microssomas de figado humano. Nesse caso, as CYPs 1Al e 1A2 sdo as
principais P450 envolvidas na formagdo da quinolina 8,9-epoxido, e a CYP2EL a principal
responsavel pela hidroxilagdo na posi¢do 1 do anel quinolinico. Ja a formagdo do metabdlito N-
oxido € inexpressiva, haja vista que sua producdo ocorre preferencialmente via isoforma
CYP2A6 que esta presente em niveis muito baixos ou até mesmo ausentes em microssomas de

figado de rato como podemos observar na Figura 5.19.%
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Figura 5.19 - Possiveis vias de metabolizacdo da quinolina em microssomas de figado de rato.
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Pode-se propor, com base nas informacbes acima e nos resultados obtidos tanto por
espectrometria de massas quanto pelo MetaSite, possiveis hipoteses para as principais vias de
metabolizacdo do composto Nequimed54, levando em conta que a hidroxilagédo ocorra no anel
quinolinico. Considerando que o modelo de estudos de biotransformacao utilizado nesse trabalho
foi microssomas de figado extraidos de ratos, a N-hidroxilacdo via CYP2A6 pode ser
desprezada, no entanto ndo podemos desconsiderar a hidroxilacdo dessa posi¢do via outras
isoformas, haja vista que a porcao diidroxifenilica pode alterar o padrdo de reconhecimento para
outras CYPs. Vale lembrar que a N-hidroxilacdo aromatica foi apontada pelo MetaSite como o
principal mecanismo de biotransformacdo do composto Nequimed54 para a CYP2C9 e o
segundo mais importante para CYP3A4, que sdo as isoformas mais abundantes tanto em

humanos quanto em ratos.

Podemos também observar que a via de epoxidacdo sempre conduz a formagdo de um
produto diidroxilado (quinolina 8,9-epdxido), no entanto nenhum produto com essas
caracteristicas foi encontrado durante a inspecdo do espectro de massas para metabolitos do
composto Nequimed54, o que sugere que esse sitio de metabolismo ndo esta adequadamente
exposto ao centro reativo da enzima ou que o metabdlito foi produzido em quantidades

indetectaveis.
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Por outro lado, a 1-hidroxilacdo do anel quinolinico € um mecanismo comum observado
tanto em microssomas de figado humano quanto para aqueles extraidos de ratos. O MetaSite
pontua bem essa posicdo C1 quanto aos componentes de reatividade e acessibilidade. Além
disso, essa posicdo é classificada como principal sitio de metabolismo predito para as isoformas
CYP1Al, CYP2B6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3AS.

5.3.3. Identificacdo dos metabdlitos principais do composto Nequimed125

As Figura 5.20 e Figura 5.21 referem-se aos cromatogramas obtidos da incubagéo
microssomal e dos controles usados no estudo de biotransform¢éo do composto Nequimed125
por LC-ESI-QqTOF-MS, utilizando-se, também, o modo de ionizacdo positivo. A Figura 5.20
mostra 0 cromatograma do ion extraido de m/z 375 no modo de operacdo MS, correspondente a
massa do composto Nequimed125. Pode-se observar uma pequena diminuicdo na area do pico
cromatografico nos cromatogramas referentes aos controles 125B e 125C de 14,57% e 17,38%,
respectivamente, com relacdo ao controle 125A. No controle 125B, tal diminui¢do pode estar
relacionada com alguma instabilidade da molécula frente o agente redutor (NADPH). Ja para o
controle 125C, a diminui¢do do pico cromatografico sugere a acdo de enzimas metabolizadoras
ndo-dependentes de NADPH, em uma pequena extensdo. O cromatograma 125D mostra uma
diminuicdo da area do pico cromatografico de 38,6% em relacdo ao controle 125A o que sugere

uma deplecdo do substrato devido a acdo de enzimas metabolizadoras dependentes de NADPH.
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Figura 5.20 - Cromatogramas do ion extraido de m/z 375 no modo de operacdo MS dos controles e da incubacao
microssomal referentes ao estudo de biotransformacdo do composto Nequimed125.
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Assim, ap6s uma inspecdo do ion cromatograma total por razbes m/z tipicas de
processos de biotransformagao, foi possivel identificar o jon do metabolito [M-28]" (Figura 5.21).
Podemos notar que o ion extraido de razdo m/z 347,10 estd presente apenas na incubacéao
microssomal 125D, com um Tr = 3,25 min. Por estar presente apenas no cromatograma 125D é
afastada a possibilidade do mesmo ser um possivel interferente da matriz ou produto de outras
vias de biotransformacéo. Essa variacdo da razdo m/z é condizente com uma desetilacdo. Apos a
identificacdo do fon do metabdlito [M-28]", seguiu-se a caracterizagdo estrutural no modo de

operacdo MS/MS que sera tratada a seguir.
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Figura 5.21 - ldentificacio do metabdlito m/z 347, [M-28]". A presenca do pico cromatografico apenas na incubagio
microssomal 125D afasta a possibilidade do mesmo ser um possivel interferente da matriz ou um
produto de biotransformacdo ndo dependente de NADPH.

biens. 1258_21_01_1760.2 K 347 0900000 05 +ANMS Fulcan
125A
404
Molécula
- b
Tampéo fosfato de potdssio 0]
100 mM
104
riend, 12564 01 1761  EXC 347 090000015 +AINS FulScan
40
Molécula 1258
+ 0]
Tamp3o fosfato de potassio ‘
100 mM L
* 10
NADPH ]
1] —
rfesis. 125C_16_0M1_1762¢ BIC 347 140,05 +AN WS FulScan
a4
Molécula nE 125C ]
+
Tampéo fosfato de potassio L _
100 mm 0] _
+ |
104
Microssomas ” ‘ ‘|
m-&._ : 1250 17_0_1763.0 EXC AT 140,05 +AI WS FulScan, Smoctted (2011 GA)
] 125D
Molécula »
+ 4004
Tampéo fosfato de potiassio 0]
100 mM .
+
Microssomas 100
+ o T T . . f T T = T
0 1 ] 3 4 5 § 7 ] Time [min]

NADPH

5.3.4. Identificacdo dos sitios de metabolismo do composto Nequimed125

A Figura 5.22 mostra o espectro de fragmentacdo do ion extraido de m/z 375 referente ao
composto Nequimed125, [M+H]". As analises foram realizadas no modo de ionizagéo positivo,
utilizando-se uma energia de colisdo de 5 eV com uma resolugdo de massas 6.000. Pode-se
observar a presenca do sinal de dois ions fragmentos mais estaveis no espectro, o primeiro de
m/z 117,0866 e o segundo de m/z 295,1538.
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Figura 5.22 - Espectro de fragmentac&o do ion extraido de m/z 375 referente ao composto Nequimed125, [M+H]".
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O fragmento de m/z 177,0866 (Ci;H130,™) é formado através da perda da porgdo
diidroindol sulfonamida. Da mesma forma, a perda da porg¢éo sulfonamida, leva a formacéo do
fragmento de m/z 295,1538 (C19H2:NO,"). Varios outros sinais de fragmentos também aparecem
no espectro de massas, no entanto apresentam intensidades muito baixas. Para o metabdlito,
contudo, ndo foi possivel identificar o mecanismo de sua fragmentacdo em decorréncia da
pequena intensidade do pico do ion pseudomolecular. Essa situagdo impediu uma comparagdo
direta entre 0os mecanismos de fragmentacdo de ambas as moléculas, impossibilitando uma

identificacdo precisa do sitio de metabolismo.

5.3.4.1. Resultados de predicdo de sitios de metabolismo fornecidos pelo MetaSite
para o composto Nequimed125

As posicles atdmicas adotadas para 0 composto Nequimed125 bem como os resultados
de predicéo realizados pelo programa MetaSite sdo mostrados no Anexo 2.
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Figura 5.23 - Posigdes atdmicas consideradas pelo software MetaSite nos estudos de predicdo de sitio de
metabolismo para 0 composto Nequimed125.
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Os resultados das predi¢des de sitios de metabolismo estdo no Anexo 2 dessa dissertacao.

Pode-se observar no Anexo 2 que a posic¢do atdbmica C25 foi considerada o principal sitio
de metabolismo predito para as isoformas CYP 1Al1, CYP 2B6, CYP 2C19, CYP 2El1 e CYP
3A5. Ja a posicdo atdbmica C9 foi predita como o sitio de hidroxilacdo preferencial para a
isoforma CYP 2C9 com pontuagdo de 29,5, porém a posicao atdbmica C25 foi a segunda melhor
pontuada, com pontuacdo de 28,5. A posicdo atdmica N7 foi predita o principal sitio de
metabolismo para as isoformas CYP 2D6 e CYP 1A2. Para a CYP 2D6 a posicdo N7 apresentou
pontuacgéo de 28,5, enquanto que a posi¢do C25, segunda melhor colocada, apresentou pontuagédo
de 28,25. Dessa forma, essas duas posicGes apresentam valores de Psom muito proximos o que

impede discriminacdo entre qual das duas é o sitio preferencial de metabolismo.

Esses resultados corroboram aqueles obtidos por espectrometria de massas, 0 que nos
permite inferir que a biotransformacdo do composto Nequimed125 se proceda via a oxidacgédo da
posicdo C25, adjacente ao atomo O24(fator de regeosseletividade). O metabodlito encontrado
apresenta uma variacdo da razdo m/z de -28, condizente com a perda de um grupo etil. Isso

implica na ocorréncia de uma O-dealquilag&o.

A isoforma que apresentou maior pontuacéo para a posicdo atdmica C25 foi a CYP 2B6,
com pontuacgéo de 33,08. A segunda melhor pontuada foi a CYP 3A5 com valor de pontuacéo de
28,78. A terceira e quarta melhor pontuacdo sdo das isoformas CYP 2C9 e CYP 2D6 com

valores de pontuagdo de 28,5 e 28,25, respectivamente. Portanto, segundo os resultado obtidos
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pelo MetaSite, a biotransformacgdo do composto Nequimed125 deve ocorrer via a isoforma CYP
2B6.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas

Este capitulo apresenta as conclusfes dessa
dissertacdo de mestrado e as perspectivas
futuras para a continuagdo ou ampliacéo

deste trabalho.



6. Conclusdes e perspectivas

6.1. Conclusoes

Neste trabalho, buscou-se a integracdo de tecnologias analiticas e computacionais para a
avaliacdo de propriedades metabdlicas relevantes de novos candidatos a farmacos de interesse

para o tratamento da doenca de Chagas.

Sabe-se que candidatos a farmacos devem apresentar propriedades apropriadas como
estabilidade metabdlica adequada, auséncia de inibicdo de enzimas metabolizadoras (interacdes
do tipo farmaco-farmaco) e formacgdo de metabdlitos ativos ou tdxicos para que 0S mesmo
avancem no processo de desenvolvimento de um novo farmaco. Essa avaliacdo é comumente

realizada por quimicos medicinais atraves de uma caracterizacdo metabdlica criteriosa.

Nos estudos de interacdo do tipo farmaco-farmaco realizados neste trabalho, a
fluorimetria mostrou-se uma técnica rapida e robusta na identificacdo de inibidores enzimaticos
de trés das principais isoformas do citocromo P450. O uso de baculossomos obtidos a partir de
células de inseto contendo uma Unica isoforma expressada permitiu uma analise seletiva e sem a
interferéncia de outros sistemas enzimaticos. Oito compostos foram avaliados frente as
isoformas CYP 3A4, CYP 2D6 e CYP 2C9. Desse total, trés inibidores enziméticos foram
identificados. O avanco desses trés compostos para fases mais tardias e caras do
desenvolvimento deve ser feito com cautela, buscando-se otimizar suas propriedades
farmacocinéticas com vista a minimizar essa importante caracteristica deletéria, uma vez que
essas isoformas sdo responsaveis pelo metabolismo da maioria dos farmacos utilizados na
terapéutica e a inibicdo de qualquer uma delas pode promover o acimulo indesejado de outros

farmacos coadministrados ou ainda alterar o metabolismo de substancias endogenas.

A identificacdo do sitio de metabolismo fornece-nos uma informacdo valiosa para
orientar futuras alteragdes estruturais, caso sejam necessarias modifica¢des no perfil metabolico
de uma substéncia quimica bioativa, tanto no sentido de aumentar ou diminuir sua estabilidade

metabdlica. De modo geral, a taxa de metabolismo pode ser reduzida através da incorporacao de
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grupos funcionais estaveis (grupos bloqueadores) nos sitios metabolicamente vulneréveis, desde
que estas mudancas nao sejam prejudiciais a atividade farmacoldgica. A partir dos resultados dos
estudos de caracterizacdo metabdlica, conclui-se que a biotransformacdo do composto
Nequimed54 por microssomas de figado extraidos de ratos, deu-se preferencialmente por uma
Unica via dependente de NADPH o que sugere uma possivel participacdo das enzimas do
citocromo P450. O metabdlito formado apresentou uma variagao da razdo m/z de +16, indicando
a ocorréncia da hidroxilacdo do composto parental. A posicdo atdbmica C1, presente no anel
quinolinico, foi predita pelo programa MetaSite como o sitio de metabolismo mais provavel para
esse composto, resultado corroborado pelos estudos de espectrometria de massas. J& com relagéo
ao Nequimed 125, conclui-se que sua biotransformacao deu-se preferencialmente por uma Unica
via dependente de NADPH, assim como observado para o Nequimed54. O metabolito formado
apresentou uma variacdo da razdo m/z de -28, condizente com a perda de um fragmento etila do
composto parental. Os resultados fornecidos pelo programa MetaSite indicam a posi¢do atdmica
C25 como o provavel sitio de biotransformacéao, apresentando os maiores valores de reatividade

e acessibilidade para a maioria das isoformas avaliadas.

6.2. Perspectivas

A préxima etapa desse trabalho foca a realizacdo de ensaios de estabilidade e
fenotipagem metabdlica para identificar a taxa de metabolizacdo, bem como quais os sistemas
enzimaticos e as principais isoformas estdo envolvidas na biotransformagdo desses compostos.
Além disso, estudos estruturais utilizando técnicas complementares como ressonancia magnética
nuclear (RMN) ou cristalografia de Raios-X devem ser empregados para confirmar a estrutura e
orientar a sintese dos metabolitos identificados. A obtencdo em larga escala dos metabolitos
permite a realizacdo de estudos de atividade bioldgica e toxidez que sdo fundamentais para

selecdo de compostos com perfis farmacocinéticos mais adequados.
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ANEXO 1

Numeracédo adotada pelo software MetaSite nos estudos de predicdo de metabolismo para
0 composto Nequimed125.

HO 16 . 20

21

Nequimed 54
Os resultados de predicdo para CYP 1A2 estdo ilustrados na Figura Al. 1.

Figura Al. 1- Predicdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 1A2.
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Os resultados de predicao para CYP 1A2 estdo ilustrados na Figura Al. 2

Figura Al. 2 - Predigdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 1Al
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Os resultados de predigdo para CYP 2B6 esté ilustrado na Figura Al. 3.

Figura Al. 3- Predic&o de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 2B6.
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Nequimed 54 - CYP 2B6
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Os resultados de predicdo para CYP 2C19 estd ilustrado na Figura Al. 4
Figura Al. 4 - Predicdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 2C19.
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Os resultados de predicdo para CYP 2C9 esta ilustrado na Figura Al. 5.

Figura Al. 5 - Predicéo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 2C9.
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Nequimed 54 - CYP 2C9
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Os resultados de predicdo para CYP 2D6 esta ilustrado na Figura Al. 6.

Figura Al. 6 - Predicdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 2D6.
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Os resultados de predicdo para CYP 2E1 esta ilustrado na Figura Al. 7.
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Figura Al. 7 - Predi¢éo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 2E1.
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Os resultados de predigdo para CYP 3A4 esta ilustrado na Figura Al. 8

Figura Al. 8 - Predigdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 3A4.
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Os resultados de predigdo para CYP 3A5 esta ilustrado na Figura Al. 9
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Figura Al. 9 - Predi¢do de sitio de metabolismo do composto Nequimed54 frente a isoforma CYP 3Ab5.
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ANEXO 2

Numeracdo adotada pelo software MetaSite nos estudos de predi¢do de metabolismo para
0 composto Nequimed125.

Os resultados de predicdo para CYP 1A2 esta ilustrado na Figura A2. 1.
Figura A2. 1- Predicdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 1A2.
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Os resultados de predigdo para CYP 1ALl esta ilustrado na Figura A2. 2.

Figura A2. 2 - Predigdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 1AL.
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Os resultados de predicdo para CYP 2B6 esté ilustrado na Figura A2. 3.
Figura A2. 3 - Predigdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 2B6.
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Os resultados de predicdo para CYP 2C19 esta ilustrado na Figura A2. 4
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Figura A2. 4- Predicdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 2C109.
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Os resultados de predicao para CYP 2C9 esté ilustrado na Figura A2. 5
Figura A2. 5 - Predigéo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 2C9.

Nequimed 125 - CYP 2C9

W PO RixEix i) W RestividadeiRi) B Acessibilidade(Ei)

Pontuagio
ra
un

1: T T T Il Il] I-.. mnl smn mnfl Ill. = lll ] PPTTTT T | IIIIII unll ||I lll

€l €2 €3 C4 ¢33 Co N7 CB €9 51D O11 O1Z N13 Cl4 C15 Cle C17 C1B C19 C20 CI1l €22 023 04 CI5 CI6
1D do stomo

HyC tHz
LE CYP 2C9
ﬂ. Hldmxllagﬁo alifatica Icl
L8]

Hy
Nequimed 125

Os resultados de predigdo para CYP 2D6 esta ilustrado na Figura A2. 6.
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Figura A2. 6 - Predic¢éo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 2C9.
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Os resultados de predicao para CYP 2E1 esta ilustrado na Figura A2. 7
Figura A2. 7 - Predigdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 2E1.
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Os resultados de predigdo para CYP 3A4 esta ilustrado na Figura A2. 8.
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Figura A2. 8 - Predi¢do de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 3A4
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Os resultados de predicdo para CYP 3A5 esté ilustrado na Figura A2. 9.
Figura A2. 9 - Predicdo de sitio de metabolismo do composto Nequimed125 frente a isoforma CYP 3Ab5.
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