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acetonitrila/agua acidificada (0,1% de &cido férmico) 82:18 (v/v); vazédo de 0,2
mL/min e volume de injegao de 10 uL. As transicbes monitoradas estdo descritas na
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FIGURA 3.23 — Representagao esquematica das rotas metabdlicas do montelucaste
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RESUMO

“Identificacao Estrutural de Metabdlitos Provenientes do Metabolismo in vitro
de Compostos Bioativos e Estudos de Fenotipagem Enzimatica”. Este trabalho
relata estudos de metabolismo in vitro envolvendo o composto 3-(2-cloro-6-
fluorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF-PT-31), um novo agonista adrenérgico
oza, € estudos de fenotipagem enzimatica do montelucaste, farmaco utilizado no
tratamento da asma. Os resultados do presente estudo revelaram que LPSF-PT-31
€ metabolizado via CYP P450s em microssomas de figado de ratos e humanos,
produzindo apenas um hidroxi-metabdlito principal. LPSF-PT-31 apresentou uma
maior taxa de metabolismo in vitro em ratos, 0 que sugere uma maior exposi¢ao ao
farmaco em seres humanos. A identificacdo estrutural do metabdlito do LPSF-PT-31
foi estabelecida através de analises por LC-MS" e 'H-RMN, o que indicou que a
reacao de hidroxilagdo ocorreu na posicdo 5 do anel da imidazolidina levando a
producdo do metabdlito 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-hidroxi-imidazolidina-2,4-diona.
Em relagdo aos estudos de fenotipagem enzimatica do montelucaste foi observado
que a glucuronidagdo € o principal mecanismo de eliminagdo deste farmaco,
representando ~85% do Cli, in vitro aparente total (CYPs +UGTs) e que a oxidagao
via CYPs representa somente ~15% do Clit in vitro, sendo os metabdlitos
majoritarios formados via UGTs e CYPs o montelucaste acil-3-D-glucuronideo e o
montelucaste 1,2 diol, respectivamente. Estudos cinéticos, de correlagdo com a
atividade enzimatica, de inibicdo e empregando CYPs e UGTs expressas indicaram
que as CYP2C9 e CYP2C8 estdao comparavelmente envolvidas na formacdo do
montelucaste 1,2 diol. A CYP3A4 foi responsavel pela formacdo dos metabdlitos
21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste, enquanto multiplas CYPs
catalisam a formacdo do 25-OH montelucaste (CYP2C8>2C9>3A4>2C19). A
glucuronidagao direta do montelucaste resultou na formagado do montelucaste acil-3-
D-glucuronideo e de um novo metabdlito (M-glucuronideo) nao reportado
previamente e foi catalisada exclusivamente pela isoforma UGT1A3. Deste modo, os
dados in vitro sugerem que a aplicabilidade do montelucaste como marcador da
CYP2C8 in vitro e in vivo pode ser severamente comprometida devido ao importante
papel da UGT1A3 e o envolvimento de multiplas CYPs no seu metabolismo. Ainda,
considerando a falta de marcadores seletivos para a UGT1A3, montelucaste pode
ser utilizado como um marcador seletivo da UGT1AS3 in vivo e in vitro.
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ABSTRACT

“Structural Identification of Metabolites from In Vitro Metabolism of Bioactive
Compounds and Studies of Enzymatic Phenotyping”. This work reports studies
of in vitro metabolism involving the compound 3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-
imidazolidine-2,4-dione (LPSF-PT-31), a new ay-adrenoceptor agonist and, studies
of enzyme phenotyping of montelukast, a drug used for the treatment of asthma. The
results of this study revealed that LPSF-PT-31 is metabolized via CYP P450s in rat
and human liver microsomes, producing only one major hydroxy-metabolite. LPSF-
PT-31 showed a higher rate of in vitro metabolism in rats, which suggests a greater
exposure to the drug in humans. The structural identification of LPSF-PT-31
metabolite’s was achieved through LC-MS" and 'H-NMR analysis that provided data
to conclude that the hydroxylation occurred in the 5™ position of the imidazolidine ring
yielding to the production of 3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-hydroxyimidazolidine-2,4-
dione. Related to the studies of enzyme phenotyping of montelukast, it was observed
that the glucuronidation is the main clearance pathway of montelukast accounting for
~85% of the total apparent in vitro Cli: (CYPs +UGTs) and that the CYP-mediated
oxidation accounts only for ~15% to the overall metabolism of the drug, being
montelukast acyl-B-D-glucuronide and montelukast 1,2 diol the major metabolites
formed via UGTs and CYPs, respectively. Kinetic studies, correlation analysis,
inhibition studies and, experiments in expressed CYPs and UGTs revealed that the
CYP2C9 and CYP2C8 are comparably involved in the formation of montelukast 1,2-
diol. CYP3A4 was responsible for the formation of 21(R)-OH montelukast and 21(S)-
OH montelukast, while multiple CYPs catalyzed the formation of 25-OH montelukast
(CYP2C8>2C9>3A4>2C19). The direct glucuronidation of montelukast resulted in the
formation of montelukast acyl-B-D-glucuronide and of a new metabolite (M-
glucuronide) not reported previously and was exclusively catalyzed by isoform
UGT1AS3. In conclusion, the in vitro data suggest that the applicability of montelukast
as a probe of CYP2CS8 activity in vitro and in vivo may be severely compromised due
to important role of UGT1A3 and involvement of multiple CYPs in its metabolism. In
addition, considering the lack of selective markers for UGT1A3, montelukast may be

used as a selective marker of the UGT1A3 in vitro and in vivo.
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CAPITULO 1

1. Metabolismo In Vitro de Farmacos: Fundamentos Tedricos

1.1. Metabolismo in vitro de farmacos

O metabolismo é um processo de biotransformacdo onde compostos
endogenos e xenobidticos sdo convertidos a novos compostos mais hidrofilicos
(metabolitos) através de reacdes enzimaticas. O metabolismo de um farmaco ou
uma nova entidade quimica (New Chemical Entities — NCEs) pode diminuir sua
toxicidade ou atividade terapéutica, favorecendo a eficiéncia do processo de
eliminacao (clearance) e ainda levar a formacgao de metabdlitos mais ativos, os quais
apresentam maior potencial farmacolégico ou toxicolégico.1'3 Por exemplo, o
tamoxifeno; um pro-farmaco utilizado no tratamento do céncer de mama; é
metabolizado via CYP2D6 e CYP3A4 formando os metabdlitos ativos, N-desmetil-
tamoxifeno e endoxifeno (4-hidroxi-N-desmetil-tamoxifeno).*®> Deste modo, a
investigacéo sistematica do metabolismo de farmacos ou NCEs desempenha um
importante papel na fase inicial do processo de descobrimento e desenvolvimento de
novos farmacos.®’

Agéncias reguladoras como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)®, Food and Drug Administration (FDA)? e European Medicines Agency
(EMA)® recomendam que todas as NCEs em desenvolvimento devam ser
caracterizadas em relacdo as suas propriedades metabdlicas antes da
administracdo em seres humanos, uma vez que o perfil metabdlico pode ter um
impacto significativo na biodisponibilidade, eficiéncia terapéutica e toxicidade de um
farmaco."

Os estudos de metabolismo in vitro realizados previamente ao inicio de
estudos clinicos possibilitam a identificagdo e caracterizagcdo dos metabdlitos
formados, a identificagdo das isoformas envolvidas na via metabdlica, a avaliagéo
dos riscos de interacbes medicamentosas envolvendo as NCEs e seus

metabolitos: %

assim como, prever a variabilidade farmacocinética interindividual.
DESTA et al. (2007)"® demonstraram através de estudos de metabolismo in vitro que

1



o polimorfismo genético da CYP2B6, principal via metabdlica do efavirenz, influencia
significativamente o seu metabolismo, onde o alelo CYP2B6*6 foi associado com a
diminuicdo na expressao e atividade da CYP2B6 e, assim, com a baixa velocidade
de formacao do 8-hidroxi-efavirenz.

Ainda, estudos de metabolismo possibilitam comparar os resultados obtidos
entre diferentes espécies animais e humanos para uma selegcdo adequada das
especies animais para posteriores estudos de toxicidade, as quais devem apresentar
um perfil metabdlico semelhante a humanos; possibilitando um melhor planejamento
e direcionamento prévio dos estudos pré-clinicos.'®'® Adicionalmente os estudos de
metabolismo in vitro de NCEs possibilitam o aprimoramento de um novo candidato a
farmaco, baseando-se no seu perfil metabdlico. Neste contexto, os estudos de
metabolismo in vitro s&o utilizados para a prévia estimativa e predicdo do

metabolismo in vivo.'®?°

O processo metabdlico € convencionalmente classificado em trés grupos:
reacOes de fase |, fase Il e fase lll. As reacdes de fase |, também denominadas
reacgdes de funcionalizagdo, resultam na introdu¢do de um novo grupo funcional, na
modificagdo ou exposi¢cao de um grupo funcional existente no farmaco ou NCEs,
incluindo reagdes de oxidagao, reducado e hidrélise. Estas reagdes de fase | sao
mediadas principalmente por enzimas do citocromo P450 (CYPs), flavina
monoxigenases, amino oxidases e epdxido hidrolases. Ja as reagbes de fase Il
representam reagbes de conjugagao, incluindo glucuronidagédo, sulfatagao,
acetilagdo, metilagdo e conjugacdo com glutationa, as quais sdo catalisadas pelas
enzimas uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferases (UGTs), sulfotransferases
(SULT), N-acetil transferases (NAT), metil transferases e glutationa S-transferase
(GST), respectivamente. As reagdes de fase | e Il sdo responsaveis pelo aumento na
hidrofilicidade e, consequentemente, por facilitar a eliminacdo do farmaco."?"??
Dentre estas enzimas, destacam-se as CYPs e UGTs pois estas s&o as principais
responsaveis pelo metabolismo dos farmacos presente no mercado atualmente.?>?°
As reacoes de fase Ill envolvem proteinas transportadoras de membrana, as quais
exercem grande influéncia nos processos de absorgao, distribuicdo e eliminacéao de
um farmaco, pois sdo responsaveis pelo transporte da maioria dos farmacos através
das membranas celulares e assim pela concentracdo do farmaco no sitio de
biotransformagao.?? Neste trabalho serdo abordadas as reacdes metabolicas de fase

| e fase Il envolvendo CYPs e UGTs, respectivamente.
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1.1.1. Modelos de biotransformacgao in vitro

O processo de biotransformagao ocorre em muitos tecidos como o figado, os
rins, pele, pulmdes e intestino, sendo o figado o principal sitio de metabolizacao.
Assim, os diferentes modelos de biotransformagdo in vitro s&o principalmente
derivados do figado, tais como: microssomas, hepatécitos, fragbes S9, fracdes
citosolicas e enzimas isoladas.>*? As principais vantagens destes sistemas incluem
a habilidade de avaliar o processo metabdlico de fase | e Il individualmente,
comparar o metabolismo entre espécies, baixo custo, rapida obtencao de resultados
e redugao do uso de animais.?*?’

As fracbes microssomais hepaticas sao as fragdes sub-celulares mais
amplamente utilizadas para os estudos do metabolismo in vitro, principalmente por
conter as principais enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos, por exemplo,
CYPs e UGTs.?®3% Assim, estas fracdes sdo utilizadas para avaliar as reacdes de
oxidagdo e glucuronidagdo através da adicdo dos cofatores NADPH (fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotidio) e UDPGA (uridina difosfato-acido glucurdnico),
respectivamente. Os microssomas consistem em vesiculas do reticulo
endoplasmatico de células hepaticas obtidas por centrifugacao diferencial a partir de
figados de humanos ou de animais. A fragcdo microssomal € o modelo in vitro mais
bem caracterizado para estudos de biotransformagao e apresenta como principais

vantagens a simplicidade de uso, estocagem e manuseio, o baixo custo'®'®2

e
possibilita a obtencédo de dados iniciais do metabolismo in vitro de farmacos e NCEs.
No entanto, para a predicdo do metabolismo in vivo, deve-se realizar a extrapolacao
tedrica/computacional de dados in vitro,'®?%*" devido as diversas diferengas entre as
condigdes in vitro e in vivo, por exemplo, a auséncia das demais enzimas (NAT, GST
e SULT) presentes in vivo e, consequentemente, auséncia de competicdo
metabolica entre diferentes enzimas.?*? Adicionalmente, as condicdes de incubacéo
in vitro utilizadas, tais como a forca ibnica, composicao e pH da solugdo tampao e o
efeito de solventes organicos usados no sistema de biotransformacao podem afetar
os resultados obtidos através de estudos de metabolismo utilizando
microssomas. 263233

Além das fracbes microssomais, enzimas isoladas sdo também
frequentemente utilizadas nos estudos de biotransformagao in vitro e de fenotipagem
enzimatica. As enzimas isoladas podem ser obtidas através da expressao génica no
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reticulo endoplasmatico de células hospedeiras, por exemplo, a expressao em
baculovirus. Este modelo tem como vantagem a possibilidade de avaliar
individualmente o metabolismo em cada isoforma de CYPs ou UGTs, podendo
definir se uma ou mais isoformas estdo envolvidas no metabolismo do farmaco e
estimar a contribuicdo enzimatica na rota metabdlica. As enzimas isoladas podem
ser utilizadas para avaliacdo de interacbes medicamentosas e, ainda, devido a
disponibilidade de enzimas isoladas com diferentes gendtipos de CYPs e UGTs,
pode-se também avaliar a influéncia dos diferentes polimorfismos na
biotransformagdo de um farmaco."'#%22634 A principal desvantagem do uso de
enzimas isoladas consiste na baixa representatividade do sistema in vivo, uma vez
que estes sdo sistemas simples em comparacgao as diversas variaveis presentes no

complexo sistema in vivo.*
1.1.2. Sistema enzimatico Citocromo P450

As enzimas do citocromo P450 (CYPs) sdo hemeproteinas e apresentam sitio
ativo constituido de uma ferro-protoporfina IX, onde o atomo de ferro faz seis
ligacdes: quatro ligagdes com os atomos de nitrogénio dos aneéis pirrdlicos, uma
ligacdo com o atomo de enxofre proveniente do residuo de cisteina situado préximo
a regido C-terminal da cadeia polipeptidica e uma ligagdo com uma molécula de
agua (Figura 1.1). As CYPs apresentam um potencial redox e propriedades
espectrais unicas, onde a denominacgao P450 € baseada na tipica absorgdo em 450
nm quando citocromo P450 (Fe**) se liga ao mondxido de carbono. Esta propriedade
espectral esta presente somente quando a CYP esta intacta e cataliticamente
funcional. Ao contrario, o citocromo P450 na forma inativa apresenta absorgao

maxima em 420 nm, como as demais hemeproteinas.®*%’
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FIGURA 1.1 — Estrutura simplificada do sitio catalitico das enzimas do citocromo P450
(Adaptado SONO et al., 1996).%

As CYPs estdo ligadas a membrana do reticulo endoplasmatico e estdo
associadas a outras enzimas como citocromo b5 e citocromo P450 redutase, as
quais participam do mecanismo catalitico das CYP P450s.%° As reagdes catalisadas
por CYPs ocorrem na presenca do cofator NADPH e sdo denominadas reacdes de
hidroxilagdo ou monooxigenacao devido a habilidade do citocromo P450 mediar a
transferéncia de um atomo de oxigénio para o substrato a partir do oxigénio
molecular e reduzir o outro atomo de oxigénio em agua, o que resulta em compostos
mais hidrofilicos e mais suscetiveis a eliminacdo ou a posteriores reacdes de fase
11.40

A reacao catalisada por P450 pode ser sumarizada de acordo com a seguinte

equacao:

NADPH + H* + O, + RH — NADP" + H,O + ROH

As principais etapas do ciclo catalitico das P450s sao consenso na literatura,
as quais estao representadas no esquema da Figura 1.2. A catalise inicia-se com a
ligacdo do substrato (RH) ao citocromo P450 na forma oxidada (Fe®*) formando um
complexo binario, RH-P450-(Fe**) (a), o qual é reduzido através de duas etapas
sequenciais de oxido-reducdo, onde o cofator NADPH doa um elétron para o
citocromo P450 via uma flavoproteina denominada NADPH-citocromo P450

redutase, que por sua vez reduz o complexo RH-P450-(Fe3+), formando o complexo
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RH-P450-(Fe?*) (b). Em seguida, o complexo RH-P450-(Fe®*) se une ao oxigénio
molecular formando o complexo RH-P450-(Fe*)-O, (c) que aceita um segundo
elétron introduzido pelo NADPH reduzindo o oxigénio molecular e formando um
complexo altamente reativo e instavel (d). A seguir, ocorre a protonagao do
complexo resultando na clivagem da ligagao O-O (e) e liberacdo de uma molécula
de agua (f). Um complexo FeORH®* é formado, seguido da retirada de um atomo de
hidrogénio do substrato e transferéncia de um atomo de oxigénio ao substrato (g).
Finalmente, o substrato oxigenado se dissocia, regenerando a forma oxidada do

citocromo P450 364143

RH

ROH P450 — Fe** &

P450 — Fe** - RH

(9) (@) NADPH — P450 redutase (red)
P450 — FeOH?* -R’

NADP*
/
P450 — Fe3* - O- RH NADPH
(f NADPH — P450 redutase (oxid)
H.O (b)
2 P450 — Fe2* - RH
P450 — Fe?* - OOH- RH
(e) (c) / 0>
P450 — Fe?* - O, - RH
+
H (@
P450 — Fe?* - 02'_ RH NADPH — P450 redutase (red)

+e- NADP*
NADPH
NADPH - P450 redutase (oxid)

FIGURA 1.2 — Esquema representativo dos aspectos gerais do ciclo catalitico das enzimas
do citocromo P450 (adaptado de ISIN e GUENGERICH, 2007).41 RH: substrato e ROH:

metabdlito formado.

As enzimas do citocromo P450 s&o os agentes oxidantes mais potentes in
Vivo, as quais sdo capazes de catalisar a biotransformacao oxidativa de uma vasta
gama de substratos exégenos e enddgenos. Trés familias de CYPs; CYP1, CYP2 e

CYP3; sdo as principais responsaveis pelo metabolismo de farmacos.**** As CYPs
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estdo envolvidas no metabolismo de cerca de 75% dos farmacos atualmente
presentes no mercado.?® As principais isoformas envolvidas no metabolismo de
farmacos em humanos sdo: CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19 CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 e CYP3A5. Sendo que quatro destas
enzimas, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6, sao responsaveis por
aproximadamente 80% da biotransformacado dos farmacos eliminados via CYPs,
conforme ilustrado na Figura 1.3.2*¢ Deste modo, as enzimas do citocromo P450
sao amplamente exploradas nos estudos de metabolismo de farmacos. Substratos e
inibidores especificos para as principais isoformas de CYPs humanas tém sido
reportados na literatura. A maioria destes compostos esta disponivel comercialmente
e sao utilizados rotineiramente na caracterizacdo da atividade enzimatica das CYPs
humanas e nos estudos de fenotipagem enzimatica de farmacos e NCEs.*® A Tabela
1.1 lista exemplos de substratos e inibidores especificos das principais isoformas de

CYPs envolvidas no metabolismo de farmacos em humanos.

CYP2A6; 3,4%

V'cYP2J2; 3,0%
P’ CYP2E1; 3,0%

CYP2C19; 6,8%
FIGURA 1.3 - Representacdo esquematica das diferentes contribuicdes das isoformas de

CYPs no metabolismo de 248 farmacos clinicamente utilizados, com metabolismo
majoritariamente via CYP P450s (adaptado de ZANGER et al., 2013).%°



TABELA 1.1 - Lista exemplos de substratos e inibidores especificos das principais isoformas

de CYPs envolvidas no metabolismo de farmacos em humanos®®

CYPs Substrato Marcador  Metabélito monitorado Inibidor
CYP1A2 fenacetina acetaminofeno furafilina*’
CYP2A6 cumarina 7’-hidroxi-cumarina letrozol,*® pilocarpina*
CYP2B6 bupropiona hidroxi-bupropiona tiotepa®
CYP2C8 paclitaxel 6a-hidroxi- paclitaxel tﬂ?nzrt% G;;dr?:l::;z
CYP2C9 diclofenaco 4-hidroxi-diclofenaco sulfafenazol®®
CYP2C19 S-mefenitoina 4-hidroxi-mefenitoina ticlopidina,** omeprazol
CYP2D6 dextrometorfano dextorfano quinidina®
CYP2E1 clorzoxazona 6-hidroxi-clorzoxazona dietilditiocarbamato®®
CYP3A4 testosterona 6-B-hidroxi-testosterona cetoconazol”

troleandomicina®®

1.1.3. Uridina 5 '-difosfato glucoronosiltransferases (UGTs)

As UGTs catalisam a transferéncia de uma molécula de acido glucurdénico
para um xenobiodtico ou metabdlito proveniente das reagdes de biotransformacao de
fase | contendo grupos funcionais nucleofilicos, tais como acidos carboxilicos,
carbonila, alcool e aminas; tornando estes compostos mais polares e suscetiveis a
excrecdo via urina ou bile.’”*® A reagdo de glucuronidagdo ocorre por meio de uma
reacao de substituicdo nucleofilica de segunda ordem e envolve a formagao de uma
ligacdo covalente entre acido glucurbnico, proveniente do cofator UDPGA, e o
substrato que contem o grupo funcional adequado.’”*® A reacdo catalisada por

UGTs pode ser esquematicamente sumarizada de acordo com a Figura 1.4.

COOH COOH H COOH
0 o} N R (0}
HO + R-OH — HO o HO + UDP
HO HO </ HO
R
OH UDP Sl.lblstl'fa’:.o OH UDP OH o
UDPGA nucleottlico Ataque nucleofilico RO-glucuronideo

FIGURA 1.4 — Representacdo esquematica da reagdo enzimatica catalisada por UGTs
(adaptado de GUILLEMETTE et al., 2014).%*



O sitio ativo das enzimas UGTs é localizado no lumen do reticulo
endoplasmatico, o que resulta em uma barreira a passagem dos substratos,
cofatores e produtos através da membrana do reticulo endoplasmatico e,
consequentemente, em uma reducgdo da atividade enzimatica das UGTs.3>0%6
Deste modo, para o estudo de reacbes metabdlicas via UGTs in vitro, além da
adicdo do cofator UDPGA é necessario a adigao de aditivos para aumentar o acesso
do substrato e cofatores ao sitio ativo das UGTs. Com este propdsito, a alameticina;
um antibiético nonadecapeptideo ciclico produzido por cepas de Trichoderma viride
tem sido adicionada as incubacdes microssomais a fim de maximizar a atividade
catalitica, através da formagcao de poros na membrana do reticulo endoplasmatico
sem nenhum efeito na estrutura proteica das UGTs.®™® Consequentemente, essa
particularidade das UGTs torna a extrapolagao dos dados de metabolismo in vitro via
UGTs para predicao do metabolismo in vivo menos robusta do que a extrapolacao
dos dados de metabolismo via CYPs.*°

A glucuronidagéo é a principal reagdo de metabolismo de fase Il, sendo esta
envolvida no metabolismo de cerca de 35% dos farmacos atualmente presentes no
mercado.?®?* As principais UGTs envolvidas no metabolismo hepatico de fase Il em
humanos sdo as enzimas UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9,
UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B15 e UGT2B17. As isoformas UGT1A
coletivamente sdo responsaveis pela conjugagdo de aproximadamente 55% dos
farmacos que sofrem glucuronidagéo.?**°

Ao contrario das CYPs, marcadores e inibidores especificos para os estudos
de metabolismo envolvendo UGTs ndo sdo bem definidos na literatura devido a
sobreposi¢cao de especificidades de substrato das UGTs, ou seja, um substrato
especifico pode ser metabolizado por varias UGTs; ainda os inibidores descritos
apresentam baixa seletividade, por exemplo, o gemfibrozil atua como inibidor nao
seletivo, pois inibe tanto a UGT1A1 quanto a UGT1A3.54%° Deste modo, os estudos
de fenotipagem enzimatica e interagbes medicamentosas in vitro s&o
majoritariamente direcionados por UGTs expressas.®®®® A Tabela 1.2 lista alguns
exemplos de marcadores e inibidores para as principais isoformas de UGTs

envolvidas no metabolismo hepatico de fase || em humanos.



TABELA 1.2- Exemplos de marcadores e inibidores para as principais isoformas de UGTs

envolvidas no metabolismo hepatico de fase Il em humanos?*¢%7°

UGTs Substrato Marcador Metabdlito monitorado Inibidor

atazanavir,””
gemfibrozil®
buprenorfina,”

UGT1A1 B-estradiol®® B-estradiol-3-glucuronideo

UGT1A3 fulvestranto’® fulvestranto-glucuronideo Lo
gemfibrozil
.74
UGT1A4 trifluoperazina74 trifluoperazina-N-glucuronideo hecog'enlna;é
efavirenz
UGT1A6 serotonina’® serotonina-O-glucuronideo celastrol’”’
UGT1A7 octilgalato® octilgalato-glucuronideo fenilbutazona’
dihidroxi- dihidroxi-testosterona . 79
UGT1A8 testosterona’® glucuronideo emodina o
80 , acido niflumico,
UGT1A9 propofol propofol-O-glucuronideo efavirenz’®
UGT1A10 dopamina®? dopamina-glucuronideo emodina’®
84
UGT2B7 zidovudina® zidovudina-5'-glucuronideo fluconazol,
celastrol
UGT2B15 (S)-oxazepam® (S)-oxazepam-glucuronideo ibuprofeno®®

1.2. Reagoes de fenotipagem enzimatica

O processo de identificacdo das enzimas envolvidas na biotransformacao de
um farmaco ou candidato a farmaco é usualmente denominado reagdes ou estudos
de fenotipagem enzimatica.?” Esta informacéo é essencial para a compreensao da
contribuigdo das varias isoformas de CYP P450 e/ou UGTs na eliminagdo de NCEs.
Os estudos de fenotipagem in vitro sdo de fundamental importancia para a
compreensao de dados farmacocinéticos in vivo, na predicdo do potencial de
interacbes medicamentosas e variagdes nos efeitos terapéuticos e adversos em
individuos com polimorfismo genético.?3% A reacdo de fenotipagem é uma
estimativa semiquantitativa da contribuicdo das enzimas no metabolismo de uma
NCEs.*

Trés abordagens de reacao de fenotipagem in vitro podem ser utilizadas para
determinar o envolvimento das CYPs e UGTs e a extensao de suas contribuigdes no
metabolismo de NCEs: (a) inibidores quimicos e/ou inibigdo por anticorpos; (b) uso
de enzimas isoladas e (c) estudos de correlagdo. Cada uma dessas abordagens

apresenta vantagens e desvantagens e a combinacdo destas € usualmente
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requerida para identificar precisamente a isoforma envolvida no metabolismo de uma
NCES.17’69’89’92

Os estudos de inibicdo consistem na avaliacdo da reagcdo metabdlica de
interesse na presenca e auséncia de inibidores especificos das isoformas de CYPs
e/ou UGTs. Esta abordagem ¢é mais direta, especialmente quando multiplas
isoformas de CYPs estao envolvidas, no entanto, o emprego de anticorpos inibidores
nao € tdo comum quando comparados com o emprego dos inibidores quimicos. O
uso de inibidores quimicos apresenta como principais vantagens o baixo custo,
disponibilidade comercial e estabilidade quando comparado ao emprego de
anticorpos. Adicionalmente, os inibidores quimicos sao seguros, altamente seletivos
as enzimas CYP P450, podendo ser usados in vitro ou in vivo para avaliar o papel
de uma CYP especifica no metabolismo de agentes terapéuticos.’®? No entanto, os
inibidores  quimicos também apresentam desvantagens se utilizados
inapropriadamente. Os inibidores quimicos devem ser utilizados cautelosamente
porque estes podem inibir mais de uma enzima. Os solventes utilizados no preparo
das solugdes contendo os inibidores podem também ocasionar inibicao e, ainda, os
inibidores de algumas enzimas CYP P450 sio ativadores de outras, assim é de
extrema importancia a escolha adequada dos inibidores e de preferéncia utilizar
inibidores recomendados por organizagdes reguladoras (Tabela 1.1).%:8992:94

O uso de enzimas isoladas consiste na avaliacdo da formagao do metabdlito
em um painel de enzimas isoladas, constituido pelas principais CYPs e UGTs
envolvidas no metabolismo dos farmacos, e na determinagdo da velocidade de
formagao do metabdlito (nmol/mim/pmol of P450). Ou seja, consiste em determinar
se a enzima é capaz de catalisar ou ndo a formagcao do metabdlito de interesse.
Adicionalmente, podem ser realizados ensaios de concentracdo-resposta a fim de
avaliar os parametros cinéticos de formagao do metabdlito de interesse e avaliar a
contribuigdo relativa das isoformas envolvidas, nos casos em que mais de uma
enzima esta envolvida na catalise.3*39699°

As analises de correlagcdo consistem na avaliagdo da correlacdo da
velocidade de formacado dos metabdlitos na reagdao de interesse com a atividade
enzimatica individual das CYPs, determinada frente ao marcador especifico. As
andlises de correlacdo sao realizadas através de um painel de amostras de
microssomas de figado a partir de doadores individuais, caracterizadas em relagao

aos niveis de atividade enzimatica das isoformas de CYPs 39699
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Deve-se ressaltar que nenhuma destas abordagens individualmente é
adequada para a identificagcdo das enzimas envolvidas na biotransformacao de
NCEs. Assim, nos estudos de fenotipagem tem sido recomendado que pelo menos
duas abordagens, com uma delas sendo uso de inibidores seletivos, devem ser
utilizadas. Se a interpretacdo destas duas abordagens € consistente, a terceira
abordagem n&o é necessaria. Caso contrario, a terceira abordagem deve ser
realizada, e a interpretacdo final dos dados deve ser baseada nas duas abordagens
que fornecam resultados condizentes.®®*? No entanto, os estudos de fenotipagem
para reagdes de glucuronidagdo s&do geralmente limitadas ao uso de enzimas
isoladas devido a indisponibilidade de inibidores e marcadores especificos para
UGTs.*

1.3. Identificagao estrutural de metabdlitos por técnicas analiticas
de LC-MS e RMN

A investigacdo sistematica do metabolismo de NCEs é uma etapa
indispensavel no desenvolvimento de farmacos, nas etapas pré-clinicas e nos
estudos de interacbes medicamentosas. Assim, a identificacdo e caracterizagao
prévia dos metabdlitos provenientes do metabolismo de NCEs é fundamental, devido
a possivel atividade farmacolégica dos mesmos ou, até mesmo, a sua elevada
toxicidade, o que pode resultar na subterapia e no aumento de efeitos colaterais
indesejados quando terapeuticamente administrados.®’

Neste contexto, para identificacdo e elucidacao estrutural de metabdlitos a
partir do metabolismo in vitro de NCEs, métodos analiticos com alta sensibilidade e
seletividade sdo requeridos. Assim, o uso da espectrometria de massas (MS)
acoplada a cromatografia liquida (LC-MS) e o emprego de ressonancia magnética
nuclear (RMN) sdo fundamentais na caracterizacdo estrutural de metabdlitos.?’

O LC-MS é geralmente a técnica analitica de escolha devido as vantagens do
MS em relacdo ao RMN; onde o LC-MS combina a capacidade de separacdo da
cromatografia liquida (LC) para diferentes classes de compostos com as vantagens
do MS, o qual possibilita a determinacdo da massa molecular dos metabdlitos
formados, bem como o seu perfil de fragmentagao. Adicionalmente, sistemas de MS
apresentam maior sensibilidade e requerem menores volumes/concentragdo das

amostras quando comparado aos ensaios com RMN. Neste sentido, esta € uma
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vantagem de extrema importancia nos estudos de metabolismo de farmacos, uma
vez que a quantidade de metabdlito formado nos ensaios € geralmente muito
reduzida.®98%°

A identificacdo estrutural de metabdlitos utilizando LC-MS é inicialmente
baseada na diferenca de massa entre substrato e metabdlitos formados, ou seja, no
incremento de massa do substrato e pela comparagao do perfil de fragmentagao
destes compostos. Por exemplo, para as reagcdes metabdlicas mais comuns de fase
| e Il observa-se um acréscimo de 16 e 176 Da a massa do substrato, referente a
uma reagao de oxidacao e glucuronidagao, respectivamente. A comparagdo dos
padrées de fragmentacado do substrato e do metabdlito possibilita identificar a regido
alterada na molécula de substrato através da reagdo metabdlica, onde se espera a
presenga de um ion produto caracteristico da regido ndo alterada da molécula no
espectro obtido para o substrato e metabdlito e também a presenca de um ion
produto, ndo presente no espectro de massas do substrato, referente a regiao
alterada da molécula e, assim, caracteristico do metabdlito.'”'%? LAFAILLE et al.
(2014)'*® demonstrou a aplicabilidade da técnica de LC-MS na determinagdo das
estruturas dos metabdlitos desconhecidos resultantes do metabolismo in vitro de um
novo farmaco anticancerigeno pertencente a série dos imidozo[1,2-a]quinoxalina,
onde foram identificados quatro metabdlitos de fase | e trés metabdlitos de fase Il
através da comparacado do perfil cromatografico, do incremento de massa e pelo
estudo do padrdo de fragmentacdo (MS?) do substrato.

No entanto, os padrées de fragmentacdo nem sempre sao simples e apesar
de todos os avancos na espectrometria de massas e o desenvolvimento de
softwares para facilitar a elucidagao estrutural baseada nos dados de fragmentacéo,
o MS possui algumas limitagbes em relagdo a completa elucidagao estrutural de um
metabdlito desconhecido, principalmente quando as espécies em analise sao
isémeros que produzem o mesmo perfil de fragmentagdo. Assim, analises por RMN
sdo geralmente requeridas para a completa elucidagdo estrutural destas novas
moléculas, pois este permite diferentes tipos de experimentos em 1D e 2D e,
portanto, a obtengdo de um grande numero de informacbes para uma completa
identificacdo estrutural e configuragdo absoluta da molécula, relevantes para os
estudos de relagdo estrutura-atividade.?" 10410
Como dito anteriormente, embora o RMN seja uma excelente técnica para

identificacdo estrutural, a sua principal limitacdo em termos de identificagao
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estrutural de metabdlitos é a sua baixa sensibilidade. Assim, para viabilizar as
analises por RMN é comumente necessario a realizagdo de experimentos em larga
escala, com o isolamento do metabdlito em escala semipreparativa ou preparativa
para a obtencao de concentracio suficiente da amostra para os ensaios por RMN.
Alternativamente também pode ser empregada a técnica de cromatografia liquida
acoplada a ressonancia magnética nuclear com a concentracdo de amostras via
extragdo em fase solida para posterior analise por RMN (LC-SPE-RMN). Com isso,
elimina-se a necessidade do isolamento prévio dos compostos de interesse atraves
de cromatografia preparativa, uma vez que a concentragdo da amostra pode ser
obtida por injecbes sucessivas da amostra no LC, com a retencédo seletiva das
bandas cromatograficas de interesse no sistema de SPE e posterior analise online
ou offline por RMN. %6197

Deste modo, visando eficiéncia no processo de identificacdo estrutural de
metabdlitos, a combinacdo das técnicas analiticas de LC-MS e RMN séao
frequentemente utilizadas.?"'*1%® CAl et al. (2007)'® relatou o estudo de
metabolismo in vitro do temsirolimus; um agente antineoplasico; onde seis
metabdlitos foram identificados utilizando a combinacdo das técnicas de LC-MS e
RMN. Nesse trabalho, devido a complexidade estrutural da molécula de temsirolimus
presente na forma de isdbmeros em solucdo, a identificacdo estrutural dos
metabdlitos baseando-se apenas nos dados de LC-MS né&o foi possivel.

Considerando a relevancia da identificagao de metabdlitos e da determinacao
das principais enzimas envolvidas na rota metabdlica de um novo farmaco, o
presente trabalho se divide em duas etapas: (1) ldentificagdo e caracterizagdo dos
metabdlitos formados a partir do metabolismo in vitro de um novo agonista
adrenérgico oy, descrito no Capitulo 2 e (2) Estudos de fenotipagem enzimatica e
avaliacdo da contribuigdo das enzimas CYPs e UGTs no metabolismo do

montelucaste, descrito no Capitulo 3.
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CAPITULO 2

2. Metabolismo In Vitro de um Novo Agonista Adrenérgico a2:

Identificagcao e Caracterizagcao dos Metabdlitos Formados por LC-
MS" e RMN

2.1. Agonistas adrenérgicos o,

Os receptores adrenérgicos ou adrenoceptores o, Ssao receptores
transmembranas compostos de proteinas-G que se ligam seletivamente a

110,111

mediadores enddgenos ou moléculas exogenas, desempenhando varias

funcdes fisioldgicas mediadas por diferentes subtipos de adrenoceptores ap. Os

112,113
' 0os

receptores adrenérgicos oy sao classificados em trés subtipos: aza, a2s, O2c,
quais sao responsaveis por agdes especificas dos agonistas adrenoceptores ap. Os
agonistas do subtipo a,a sdo mediadores da resposta sedativa, analgésica e
anestésica.”"*'"® Os agonistas dos ays suprimem o tremor, promovem a analgesia
na medula espinal e induzem vasoconstricdo nas artérias periféricas e,
consequentemente, causam a resposta hipertensiva a curto prazo;''?'"® enquanto o
receptor ayc esta associado com a modulagdo cognitiva sensorial e atividade
locomotora induzida por estimulo.'" 1

De modo geral, os agonistas adrenérgicos a, constituem uma classe de
farmacos que produzem diversos efeitos clinicos provenientes da interagdo com
adrenoceptores oy, exercendo um importante papel na analgesia, ansidlise e
sedacgo.""">" Clonidina (Figura 2.1), o primeiro farmaco agonista adrenérgico a
foi sintetizado por Stahle no inicio dos anos 1960 e foi inicialmente utilizado como
descongestionante nasal, no entanto, em 1966 a clonidina foi introduzida como um
farmaco anti-hipertensivo. Ao longo dos anos, a clonidina ganhou aceitagdo nao sé
no tratamento de hipertensdo, mas também como farmaco adjuvante (medicagao
secundaria) no tratamento de isquemia miocardica, dores crbénicas e
anestesiologia.'™""*""® Em 1999, a dexmedetomidina (Figura 2.1), um potente e

altamente seletivo farmaco agonista adrenérgico oy, foi aprovada como um sedativo
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intravenoso e também como farmaco adjuvante na anestesiologia.''”"'%12% A

dexmedetomidina € o agonista adrenérgico o, mais recentemente desenvolvido e
comercializado e, apesar de ser quimicamente analogo a clonidina, é
aproximadamente oito vezes mais especifico aos adrenoceptores ay; tornando-o
mais eficaz.'®’

Tradicionalmente, o tratamento de dores crbnicas inclui o uso de opidides,
farmacos que atuam no sistema nervoso central, sendo a morfina um dos mais
popularmente conhecidos. A morfina apesar de ser amplamente utilizada apresenta
diversos efeitos colaterais indesejados, como por exemplo, constipagao intestinal,
nauseas e vOmitos e, ainda, sedagdao e depressdo respiratéria em doses
elevadas.'® Assim, a administracdo concomitante de farmacos adjuvantes tem sido
utiizada a fim de reduzir estes efeitos colaterais e maximizar a eficacia
terapéutica.'® Relatos clinicos e experimentais tém demonstrado a combinacgéo bem
sucedida da morfina com agonistas adrenérgicos o, atuando como farmacos

124125 hara controlar a dor neuropatica e dores resistentes a morfina.

adjuvantes

Desta forma, os agonistas adrenérgicos o, tém sido utilizados como farmacos
adjuvantes para melhorar a eficacia terapéutica e prolongar a agdo dos farmacos
utilizados para o tratamento da dor, como por exemplo, a morfina.''>126127 A
principal vantagem da utilizagdo simultdnea de um farmaco adjuvante é a reducgéao
da dose e frequéncia de administragdo do farmaco principal, minimizando assim os
efeitos colaterais indesejados.’®"'?® Neste contexto, desde a descoberta da
clonidina, os agonistas adrenérgicos o, tornaram-se um importante grupo de
farmacos na medicina, particularmente na anestesiologia e na terapia da dor. No
entanto, poucos medicamentos com este perfil farmacolégico estdo disponiveis e,
portanto, estudos relacionados ao desenvolvimento destes farmacos sao de extrema
relevancia.

O 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF-PT-31) (Figura
2.1), é um novo agonista adrenérgico opa, analogo da clonidina e da
dexmedetomidina, sintetizado em 2010 por Rocha Pitta e colaboradores.' O LPSF-
PT-31 possui atividade antinociceptiva dependente da dose, através da ativacao de
receptores adrenérgicos apa € mostrou interagdo sinérgica com a morfina.
Adicionalmente, o LPSF-PT-31 demonstrou resultados onde promoveu uma maior
estabilidade da pressdo sanguinea e do ritmo cardiaco quando comparado a

clonidina. Portanto, devido as suas importantes propriedades farmacolégicas, o
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LPSF-PT-31 € um composto promissor para ser administrado como farmaco
129

adjuvante no tratamento de dores crénicas.

L0

HN
Cl Cl Cl
Clonidina Dexmedetomidina LPSF-PT-31
CoHoN,Cl, C13H16Ns C10HgN,O,FCl
230,093 g/mol 200,28 g/mol 242,634 g/mol

FIGURA 2.1- Estrutura quimica da clonidina, dexmedetomidina e LPSF-PT-31.

Apesar do potencial analgésico e propriedades sedativas de LPSF-PT-31, até
o momento, nao foi relatado nenhum estudo investigativo do seu metabolismo, o
qual possibilitasse obter informagdes do perfil metabdlico para posteriores estudos
farmacocinéticos e também para estimar o impacto dos metabdlitos formados na
eficacia, toxicidade e eliminagdo da molécula em estudo.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi conduzir um estudo de metabolismo in
vitro com o LPSF-PT-31 a fim de identificar e caracterizar os principais metabdlitos
provenientes de reagdes metabdlicas de fase | do LPSF-PT-31, utilizando fragbes
microssomais de figado de rato (RLMs) e de figado humano (HLMs), através do

emprego de técnicas analiticas de LC-MS" e RMN.

2.2. Procedimento experimental

2.2.1. Materiais

O composto LPSF-PT-31 foi sintetizado e caracterizado pelo Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), coordenado pelo Prof. Dr. lvan da Rocha Pitta. A purificagcao e identificagao
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das impurezas do LPSF-PT-31 foi realizada previamente aos estudos de
metabolismo in vitro por CARDOSO et al. (2013)."*°

Glicose 6-fosfato, Glicose 6-fosfato desidrogenase, cloreto de magnésio, B-
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP®), B-nicotinamida adenina
dinucleodtido fosfato na forma reduzida (NADPH), albumina sérica bovina (BSA),
fluoreto de fenil-metil-sulfonil (PMSF) e acetato de aménio foram obtidas da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Sacarose e o corante Comassie Brilliant Blue foram obtidos da Mallinckrodt
Baker (St. Louis, MO, EUA).

Fosfato de potassio monobasico e dibabico e &acido fosférico 85% foram
obtidos da J.T. BAKER.

Os figados de ratos foram doados pelo Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva da
Faculdade de Ciéncias da Saude, da Universidade Metodista de Piracicaba e pela
Profa. Dra. Roséngela Gongalves Peccinini da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Araraquara. O trabalho proposto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de S&o Carlos.

Durante a extragdo microssomal os figados foram homogeneizados com um
homogeneizador IKA, modelo ULTRA-TURRAX T10. As etapas de centrifugagao
foram realizadas em uma centrifuga JOUAN B4i/BR4i e uma ultracentrifuga
HITACHI himac modelo CP90WX.

As determinagbes de concentracado proteica da fragdo microssomal foram
realizadas utilizando-se um espectrofotometro JASCO V-630, com uma cela de
quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico.

As fragbes microssomais de figado de humano (pool de 50 doadores) foram
obtidas da Invitrogen™ (Life Technologies Corp., Carlsbad, California). Todas as
fragbes microssomais foram armazenadas a -80°C.

Metanol, acetonitrila, acetato de etila e etanol grau HPLC foram obtidos da
Mallinckrodt Baker (St. Louis, MO, EUA).

A agua utilizada na composicao das fases moveis e preparacado de solugdes
foi obtida através de um sistema Milli-Q (Millipore).

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanga analitica Metter

Toledo modelo AL204, com precisao de £ 0,0001 g.
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As solucbes salinas preparadas foram filtradas a vacuo em um sistema
Millipore, utilizando membranas de nylon Phenomenex de 0,45 pm.

As medidas de pH foram realizadas em um pH-metro Logen, com precisao +
0,01 unidades de pH.

As fases moveis preparadas foram degaseificados em um ultrassom COLE-
PARMER modelo 8852

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram da marca
Eppendorf, e a homogeneizagdo das amostras foi efetuada em um vortex Phonex
modelo AP56.

As incubagdes foram realizadas em um banho-maria com agitagdao Nova
Etica, modelo Dubnoff 304-DE.

No preparo de amostras foram utilizadas uma centrifuga da Eppendorf,
modelo 5415R e uma Speed Vaccum da Thermo Scientific, modelo savant SPD
131DDA-15.

2.2.2. Obtencao das fragoes microssomais

As fragdes microssomais de figado de rato preparadas em laboratério foram
obtidas a partir de figados de ratos Wistar utilizando o procedimento de extragao por
centrifugacao diferenciada, descrito por BELAZ e OLIVEIRA (2013)."%"

2.2.2.1. Preparo da solugao tampao fosfato salino (PBS)

Para preparar a solugdo tampao PBS, pesou-se 1,36 g do sal KH,PO,4 (10
mmol/L), 1,74 g do sal K;HPO4 (10 mmol/L), 85,6 g de sacarose (250 mmol/L) e
dissolveu-se em 1,0 L de agua destilada. Por fim, adicionou-se 400 uL da solugao de
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) (0,134 mmol/L), a qual foi preparada
dissolvendo-se 23,3 mg de PMSF em 400 pL de etanol (334,4 mmol/L). O que

resulta em um pH final de 7,4.
2.2.2.2. Extragao das fragdes microssomais

Para extracdo das fragdes microssomais, foram utilizados figados de ratos

Wistar, de 6-8 semanas e 400 g em média. Os figados armazenados a -80°C, foram
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degelados e pesados em tubos do tipo Falcon (50 mL), sobre os quais foi adicionado
5 mL da solugao tampao PBS (pH 7,4) para cada grama de figado. Posteriormente,
os figados foram triturados com auxilio de uma tesoura e homogeneizados com uso
do homogeneizador mecanico (Turrax). O homogenato foi submetido a uma
sequéncia de centrifugacbes, para eliminagdo dos fragmentos celulares,
mitocondriais, nucleares e por fim, obtencdo das fragdbes microssomais. Vale
ressaltar que todos os procedimentos foram realizados em banho de gelo, de forma
a manter a atividade enzimatica.

As etapas de centrifugacdo foram realizadas a 4°C. Primeiramente o
homogenato foi centrifugado por 5 min na rotagdo de 500 rpm, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e centrifugado por 10 min na rotacdo de 5400 rpm.
Em seguida, o sobrenadante desta etapa foi centrifugado por 20 min na rotagédo de
10000 rpm. Por fim, realizou-se a etapa de ultracentrifugagcdo a uma rotagdo de
45000 rpm por 60 min. O sobrenadante desta ultima etapa foi descartado e os
pellets foram dissolvidos com solu¢do tampao PBS (pH 7,4) e homogeneizados com
auxilio do equipamento Ultrasonifier. A solugdo microssomal foi transferida para

tubos criogénicos e armazenada a -80°C.

2.2.3. Determinagao da concentracao proteica das fragées microssomais

A determinacdo da concentracdo protéica das fragdes microssomais foi

realizada baseando-se no método de Bradford.'®?

2.2.3.1. Preparo das solugdes de albumina sérica bovina (BSA)

Inicialmente preparou-se uma solucdo padrdo de BSA em agua na
concentragdo de 1,0 mg/mL. Em seguida, transferiu-se uma aliquota desta solugéo
para uma cubeta de quartzo e realizou-se a leitura em 280 nm e, entdo, ajustou a
concentragdo da solugdo para obter absorbancia de 0,66."* A partir da solugdo
padrao, preparou-se em ftriplicata seis solugdes nas concentragdes de 100,0; 200,0;
400,0; 600,0; 800,0 e 1000 ug/mL (concentragédo da solugédo padréo), pipetando-se
aliquotas de 10-80 L, respectivamente, da solugdo padrao de BSA para tubos de

ensaio com agua para um volume final de 100 L.
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2.2.3.2. Preparo do reagente de Bradford

O reagente de Bradford foi preparado baseando-se no procedimento descrito
por BRADFORD (1976)."* Preparou-se uma solucdo do corante azul brilhante,
Coomassie Brilliant Blue, na concentracdo de 100 mg/mL. Para tal, dissolveu-se
50,0 mg do corante azul brilhante em 25 mL de etanol. Em seguida adicionou-se 50
mL de acido fosférico (85% P.A.), sob constante agitagdo. Transferiu-se a solugao
para um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o volume com agua, obtendo
uma solugdo do corante azul brilhante com concentragdo final de 100 mg/mL. A

solucao do corante foi estocada em um frasco de vidro ambar.

2.2.3.3. Determinacgao da concentragao proteica das fragées microssomais por

medidas espectrofotométricas das amostras

Adicionou-se 5,0 mL da solugédo do reagente de Bradford a solugdo de BSA
(100 pL) previamente preparada, agitou-se com auxilio de um vortex por 5 s e
deixou-se reagir, em repouso, por 7 minutos. Em seguida, transferiu-se uma aliquota
para uma cubeta de vidro e registrou-se a absorbancia no comprimento de onda 595
nm. As absorbancias foram medidas contra um branco de corante.

Repetiu-se 0 mesmo procedimento, em ftriplicata, para todas as amostras
padrdo, bem como para as amostras de concentragdo desconhecida (fragédo
microssomal). As amostras de concentracao desconhecidas foram submetidas a
uma diluicdo prévia para que pudessem ser quantificadas na curva de calibragao
preparada, de modo geral, uma aliquota de 100 pL foi transferida para um baldo de

5,0 mL, completando-se o volume com agua.

2.2.4. Condigodes analiticas para a determinagao do LPSF-PT31 por LC-MS

O desenvolvimento e otimizagdo das condicdes analiticas para analise do
LPSF-PT-31 por LC-MS foi realizado em um sistema cromatografico (Shimadzu,
Quioto, Japao) equipado com um modulo de comunicagdo modelo CBM-20A, auto-
injetor modelo SIL-20A, degaseificador modelo DGU-20A5 e duas bombas modelo
LC-20AD; acoplado a um espectrdmetro de massa modelo Esquire 6000 (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemanha) provido de um analisador de massa ion trap (3D IT) e
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uma fonte de ionizagcdo por electrospray (ESI) operando no modo positivo. Os
parametros do MS foram otimizados através da insercao direta da solugdo de LPSF-
PT-31, na concentragao de 1,0 pg/mL em MeOH/H,0 (50:50), com o auxilio de uma
bomba seringa (10 pL/min) e as condigdes de analise foram definidas pelo
monitoramento da intensidade maxima do ion referente a molécula protonada. Os
parametros para o gas nebulizador, temperatura e vaz&o do gas de secagem foram
ajustados manualmente. Ja os parametros do potencial do capilar, skimmer e
octopolo, dentre outros foram ajustados automaticamente, utilizando o software
Esquire 6000. Os parametros otimizados para o MS foram: voltagem no capilar 4,5
kV; voltagem no skimmer 33,3 V; amplitude de fragmentacgao 0,30 V; pressao do gas
de nebulizagao (N2) 30 psi; vazao do gas de secagem (N2) 7,0 L/min e temperatura
da fonte de ionizacéo 325 °C.

Para a aquisicao dos dados o 3D IT foi operado no modo full MS scan
utilizando um tempo maximo de acumulo de ions de 100 ms, um target (quantidade
de ions acumulados no ion trap) de 30.000 e uma faixa de aquisicdo de m/z 100 a
400. A aquisicao e processamento dos dados foram realizados utilizando o software
Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

A separacao cromatografica foi obtida empregando uma coluna Phenomenex
Luna fenil-hexil (150 x 2,0 mm; 5 ym;) e uma pré-coluna fenil-hexil (4,0 x 3,0 mm) a
temperatura ambiente (x 20°C). Inicialmente, foi utilizado uma fase mdével
constituida de MeOH/ solugado tampao acetato de amoénio (5 mM; pH 5,5) (60:40,v/v),
volume de injecdo de 10 pyL e vazado de 0,2 mL/min; com intuito de monitorar o
decaimento do LPSF-PT-31 e otimizar as condi¢cbes de incubacdo através do
planejamento experimental. A vazdo de fase moével para o MS foi de
aproximadamente 95 pL/min, onde se utilizou um divisor de vazéao (T).

Adicionalmente, foi desenvolvida uma condigdo de analise no modo gradiente
de eluicdo para separacao do LPSF-PT-31 e dos seus possiveis metabdlitos, onde
utilizou-se MeOH e solugédo tampao acetato de aménio (5,0 mmol/L; pH 5,5) a uma
vazéo de 0,4 mL/min, mantendo a vazdo no MS de 95 pL/min, com as seguintes
condi¢oes de eluicdo gradiente: 0-1min (5% MeOH); 1-2 min (5-40% MeOH); 2-13,5
min (40-60% MeOH); 13,5-14 min (60-95% MeOH); 14-15 min (95-5% MeOH); 15-18
min (5% MeOH).
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2.2.5. Otimizagao das condig¢des de incubagao

2.2.5.1. Preparo da solugao tampao fosfato de potassio monobasico

Para preparar a solugao tampao fosfato de potassio monobasico, pesou-se
0,136 g do sal KH,PO4 (10 mmol/L) e solubilizou-se em um volume de 100 mL de

agua deionizada. O pH foi ajustado para 7,4 com uma solu¢ado de KOH 3,0 mol/L.

2.2.5.2. Preparo da solugao de NADPH

A solucdo de NADPH (20 mmol/L) foi preparada diariamente, através da
pesagem de 33,3 mg de NADPH e diluigdo com agua para um volume total de 2,0

mL.

2.2.5.3. Preparo do sistema gerador de NADPH

Para preparar o sistema gerador de NADPH misturou-se 100 pL de cada uma
das seguintes solugdes: NADP™ (32,5 mmol/L), glicose-6-fosfato (82,5 mmol/L) e
MgCl; (82,5 mmol/L) e completou-se o volume com agua para obter um volume total
de 1000 pL. Imediatamente, antes de iniciar os ensaios de incubagéo, foi adicionado
a essa mistura 1,0 yL da solugédo de glicose 6-fosfato desidrogenase (4,0 U/mL).
Para preparar volumes maiores do sistema gerador de NADPH, os volumes das
solugdes foram utilizados proporcionalmente. O sistema gerador de NADPH foi
preparado antes da realizacdo de cada ensaio. As solucdes estoque de NADP?,
glicose-6-fosfato e MgCl, foram preparadas em agua e armazenadas a -20°C por até
30 dias. Ja a solugao de glicose-6-fosfato desidrogenase foi adquirida em solugao de

sulfato de aménio (3,2 mol/L; pH 7,0).

2.2.5.4. Condigdes iniciais do metabolismo in vitro do LPSF-PT-31

Inicialmente, os experimentos de metabolismo in vitro foram realizados em um
eppendorf de 2,0 mL, onde adicionou-se 422 uL de solugdo tampao fosfato de
potassio monobasico (10 mmol/L, pH 7,4), 50 uL de fragdo microssomal (2,0 mg/mL)
e 3,0 pL da solugédo de LPSF-PT-31 em metanol (16 pmol/L); com o percentual de
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solvente organico na mistura reacional menor que 1% (v/v). Apds pré-incubacéo da
mistura por 5 min, a reagao foi iniciada pela adigado de 25 pyL do cofator NADPH (1,0
mmol/L), com volume final de incubagdo de 500 uL. A reagao foi realizada em um
banho termostatizado a 37°C sob agitacdo constante. Apds o tempo de incubagao
desejado, a reagao foi interrompida pela adi¢gao de 500 pyL de acetonitrila, levando a
precipitacdo proteica. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min a
10.000 rpm. Uma aliquota da amostra foi retirada e analisada por LC-MS.

Também foram realizados experimentos controles (na auséncia de NADPH),
a fim de se obter o porcentual de biotransformacdo do LPSF-PT-31 no meio
reacional. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata. O percentual de
biotransformagao foi calculado comparando as areas cromatograficas das amostras
controles com as amostras de biotransformacao, o que corresponde ao decaimento

do substrato no meio reacional, ou seja, a conversao do LPSF-PT-31 a metabdlito.

2.2.5.5. Planejamento fatorial 2*

Realizou-se um planejamento experimental 2* onde a concentragdo e a
composi¢cao da solucao tampao utilizada nos ensaios de biotransformacgao foram
fixadas e verificou-se a influéncia das seguintes variaveis: concentracdo do LPSF-
PT-31, concentracdo proteica, concentracdo de NADPH e tempo de incubacgao.
Cada variavel foi avaliada em dois niveis, sendo um nivel inferior e um nivel superior

como descrito na Tabela 2.1.

TABELA 2.1- Variaveis e niveis avaliados no planejamento fatorial 2*

Variaveis Nivel Inferior (-1) Nivel Superior (1)
[LPSF-PT-31] 4,0 ymol/L 20 ymol/L
[Proteica] 1,0 mg/mL 10 mg/mL
[NADPH] 2,0 mmol/L 10 mmol/L
Tempo de Incubagéao 60 min 120 min

Foram realizados 16 experimentos de biotransformacdo, com as possiveis
combinagdes dos niveis escolhidos das variaveis estudadas, conforme descrito na
Tabela 2.2. Os experimentos foram realizados de acordo com o procedimento

descrito no item 2.2.5.4.
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Adicionalmente, uma concentragao maior do LPSF-PT-31 foi avaliada (100
pmol/L), para verificar a possibilidade do aumento da formacdo de metabdlito.
Também foi avaliado o uso de sistema gerador de NADPH como uma alternativa

menos dispendiosa para produzir NADPH in situ.

TABELA 2.2 - Matriz de planejamento dos experimentos para o planejamento fatorial 2*

Experimentos [LPSF-PT-31] [Proteica] [NADPH] Tempo

-1 -1 -1 -1
1 -1 -1 -1
-1 1 -1 -1
1 1 -1 -1
-1 -1 1 -1
1 -1 1 -1
-1 1 1 -1
1 1 1 -1
-1 -1 -1 1
-1 -1
-1 1 -1
1 1 -1
-1 -1 1
1 -1 1
-1 1 1
1 1 1

PO RPN A ©ONO OB WN =
—

B N T T . N N N

2.2.6. Condigoes otimizadas do metabolismo in vitro do LPSF-PT-31

Ap6s a otimizagdo das condigdes de incubacdo, os experimentos de
metabolismo in vitro foram realizados utilizando RLMs e HLMs. Em um eppendorf de
2,0 mL, adicionou-se 247 uL de solugédo tampéo fosfato de potassio monobasico (10
mmol/L; pH 7,4), 50 pyL de fracdo microssomal (1,0 mg/mL) e 3,0 pL solugédo de
LPSF-PT-31 em metanol (100 umol/L); com o percentual de solvente organico na
mistura reacional menor que 1% (v/v). A mistura reacional foi pré-incubada por 5 min
e, em seguida, a reacao foi iniciada pela adicdo de 200 pyL do sistema gerador de
NADPH contendo NADP* (1,3 mmol/L), glicose 6-fosfato (3,3 mmol/L), MgCl, (3,3
mmol/L) e glicose 6-fosfato desidrogenase (0,4 U/uL); com volume final de
incubacédo de 500 uL. A reagao foi realizada em um banho termostatizado a 37°C
sob agitacdo constante. Apés 60 min de incubagéo, a reagéo foi interrompida pela
adicao de 500 uyL de acetonitrila, levando a precipitagado proteica. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um tubo Falcon de 15 mL, diluido com 500 pyL de agua e submetido
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a extracdo liquido-liquido com acetato de etila (5,0 mL). A fracdo orgéanica foi
removida e evaporada até a secura utilizando em um sistema concentrador de
amostras. O residuo foi reconstituido com 100 puL de solucdo tampao acetato de
amoénio/metanol (1:1, v/v) e 10 pL foram injetados no sistema de LC-MS.

Também foram realizados experimentos controles, incluindo: a) incubacéo na
auséncia do sistema gerador de NADPH; b) na auséncia de LPSF-PT-31; c) na
auséncia de fragdo microsomal e, d) tempo zero min de incubag&o; onde os volumes
foram compensados com solucdo tampao nos controles a, b e c. Todos os
experimentos foram realizados em duplicata. O percentual de biotransformacéao foi
calculado comparando a area cromatografica do LPSF-PT-31 na amostra de
biotransformagdo com a area cromatografica do LPSF-PT-31 no controle de tempo

zero min de incubacao.

2.2.7. Condicoes de metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 em larga escala:
isolamento do metabdlito do LPSF-PT-31

Incubagbes em larga escala foram realizadas a fim de obter quantidade
suficiente do metabdlito observado para o LPSF-PT-31 para adicional caracterizagao
estrutural utilizando analises por RMN. Assim, os experimentos de metabolismo in
vitro foram realizados em um tubo Falcon de 15 mL, onde adicionou-se 1482 uL de
solugdo tampao fosfato de potassio monobasico (10 mmol/L; pH 7,4), 300 uL
solugdo de RLMs (2,0 mg/mL) e 18 pL solugao de LPSF-PT-31 em metanol (20
pgmol/L); com o percentual de solvente organico na mistura reacional menor que 1%
(v/v). Apdés uma pré-incubagao de 5 min, a reagao foi iniciada pela adicado de 1200
ML do sistema gerador de NADPH, com volume final de incubagao de 3000 pL. A
reacao foi realizada em um banho termostatizado a 37°C sob agitagdo constante.
Apdos 120 min de incubacao, a reagao foi interrompida pela adigdo de 3000 pL de
acetonitrila, levando a precipitacdo proteica. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um
tubo Falcon de 50 mL e submetido a extragao liquido-liquido com acetato de etila
(5,0 mL). A fragdo orgénica foi removida e evaporada até a secura utilizando em um
sistema concentrador de amostras. O residuo foi reconstituido com 100 pL de

solugdo tampao acetato de amodnio/metanol (1:1, v/v) e 10 pyL foram injetados no
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sistema de LC-MS. Também foram realizados experimentos controles na auséncia
de NADPH. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Para obtengcdo em quantidades multimiligramas do metabdlito, o eluente do
LC correspondente a banda cromatografica do metabdlito (ion m/z 259) foi coletada
manualmente. A fase moével foi evaporada até a secura utilizando em um sistema
concentrador de amostras. O residuo foi reconstituido em acetonitrila deuterada para
ser analisado por RMN.

2.2.8. Condigoes experimentais para analise por RMN

Os experimentos por RMN foram realizados em um equipamento Bruker
Avance lll — 14,1 Tesla (600,23 MHz para frequéncia do hidrogénio) com magneto
blindado (Ultrashield Plus®). O espectrémetro é equipado com sonda criogénica TCI
(Triple Resonance Cryoprobe Inverse) de 5 mm, com bobinas de 'H e "*C e pré-
amplificador refrigerados a uma temperatura de aproximadamente 77 K. A sonda
possui bobina de gradiente de campo no eixo z (63 G/cm) e unidade de ajuste
automatico de sintonia — ATMA® (Automatic Tunning e Matching).

Amostras de LPSF-PT-31 e do metabdlito do LPSF-PT-31 isolado foram
dissolvidas em 200 pL de acetonitrila deuterada em tubos de RMN (Bruker, 3 mm de
diametro externo), a 25°C. Os dados de RMN 'H foram adquiridos com uma
sequéncia de pulsos com dupla pré-saturacao do sinal do solvente para a supressao
dos sinais de agua e acetonitrila. Para tanto o pulso de pré-saturacao foi aplicado
durante o periodo de 2,40 s, que foi o periodo de espera entre as aquisicdes. Os
espectros foram adquiridos utilizando 64.000 pontos em uma janela espectral de
12.019,23 Hz, resultando em um tempo de aquisicdo de 2,73 s. Os espectros foram
adquiridos com a leitura de 256 varreduras para obter uma relagao sinal/ruido
satisfatéria. Os dados foram processados utilizando multiplicagdo exponencial
aplicando um fator de alargamento de linha (Ib) de 0,3 Hz. Os dados foram

adquiridos e processados utilizando o software TOPSPIN 3.0 (Bruker BioSpin).
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2.3. Resultados e Discussao

O metabolismo ou biotransformacgao € o principal mecanismo de eliminacéo
de xenobidticos do corpo humano, incluindo os farmacos, através da conversao da
molécula alvo em metabdlitos. Portanto, o estudo da rota metabdlica e da
identificacdo dos metabdlitos provenientes da biotransformacido de uma nova
entidade quimica (NCE - New Chemical Entity) desempenha um papel importante e
essencial nas fases iniciais do processo de desenvolvimento e descobrimento de
novos farmacos;® pois os metabolitos podem ter um impacto significativo sobre a
biodisponibilidade e eficaicia de um farmaco ou NCE." Adicionalmente, a
identificacdo de metabdlitos € um pré-requisito para o estabelecimento de
procedimentos analiticos para investigar o perfil farmacocinético. Considerando que
os metabdlitos formados durante o processo de biotransformacdo podem ter efeitos
farmacologicos e toxicolégicos, os ensaios realizados neste trabalho tém como
objetivo estudar o metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 a fim de identificar e

caracterizar estruturalmente os seus produtos de biotransformacéo.
2.3.1. Determinagao da concentragao proteica das fragées microssomais

Para determinagcdo da concentracado proteica das fracbes microssomais foi
utilizado o método de Bradford. Através de analises por espectrofotometria no UV-
vis, conforme descrito no item 2.2.3.3 determinou-se a concentragao proteica por
meio da interpolagao do valor de absorbancia para amostra de microssoma na curva
de calibragao obtida com BSA. A precisdo das replicatas (n=3) de BSA apresentou
coeficientes de variacao entre 1,11 e 2,66%. Os valores de exatidao entre 97,7 e
103%. Portanto, todos estes valores foram considerados aceitaveis, pois
apresentaram variabilidades menores que 15%. Deste modo, obteve-se uma
concentragao proteica da fragdo microssomal de 63,5 mg/mL. A Figura 2.2 ilustra a
curva de calibragao obtida com BSA e a Tabela 2.3 lista os valores de precisao e

exatidao das réplicas realizadas.
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FIGURA 2.2 - Curva de calibragdo obtida a partir de solugbes padrédo de BSA para a

determinacgao da concentracao proteica da fragdo microssomal de figados de rato.

TABELA 2.3 - Exatidao (%) e preciséo (%) obtidas para as diferentes concentragbes da
curva de calibragdo para BSA (n=3)

Concentragéao (ug/mL) Precisao (CV) (%) Exatidao (%)

400 2,66 99,0
500 1,82 101

600 1,71 103
700 2,57 98,7
800 1,26 101

900 1,29 97,7
1000 1,11 98,3
1100 2,39 98,5
1200 2,45 103

2.3.2. Desenvolvimento e otimizagcao das condigdoes cromatograficas

Tecnicamente, a identificacdo de produtos de biotransformagao (metabdlitos)
envolve trés etapas: separagdo, deteccdo e analise estrutural.”>* Neste trabalho,

inicialmente, conduziu-se o desenvolvimento do método analitico onde duas colunas
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cromatograficas foram avaliadas para otimizar a separagao analitica do LPSF-PT-31
e de seus possiveis metabdlitos: uma coluna C18 nucleosil (150 x 4,6 mm i.d.; 5
pgm,) e uma coluna Luna fenil-hexil (150 x 2,1 mm i.d.; 5 ym, Phenomenex). Estas
colunas analiticas foram avaliadas em diferentes composicdes de fase movel,
utilizando diferentes propor¢gdes de metanol ou acetonitrila como modificador
organico e agua acidificada com acido formico ou solugdo tamp&o acetato de
amonio (5,0 mmol/L) em diferentes valores de pH, como fase aquosa.

A coluna C18 mostrou baixa capacidade de retencdo (k < 2) do LPSF-PT-31
em todas as condi¢bes analiticas empregadas, enquanto a coluna fenil-hexil, apesar
de mostrar uma banda cromatografica de 2 min, ainda assim, forneceu simetria da
banda (~1,75 a 10% da altura da banda) e fator de retenc&o satisfatorios (k >2),
sendo esta selecionada para realizar os estudos posteriores de metabolismo in vitro.

Nas analises das amostras provenientes da biotransformag¢ao do LPSF-PT-
31, a coluna fenil-hexil também forneceu satisfatéria separacdo do LPSF-PT-31, do
metabdlito do LPSF-PT-31 e de outros compostos interferentes provenientes da
matriz biolégica. A melhor condicdo para a analise cromatografica foi alcangada
fazendo-se uso de metanol e solugdo tampao acetato de amdnio (5,0 mmol/L, pH
5,5). As condi¢cdes cromatograficas otimizadas estdo descritas no item 2.2.4. A
Figura 2.3a ilustra o perfil cromatografico obtido por LC-MS para o LPSF-PT-31 e a
Figura 2.3b ilustra seu respectivo espectro de massas referente a banda
cromatografica em 5,8 minutos. O composto foi detectado através do ion m/z 243,

referente a protonagao do LPSF-PT-31 no modo positivo de ionizagao.
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FIGURA 2.3 — Analises por LC-MS. (a) Cromatograma de ion extraido (EIC) relativo ao
LPSF-PT31 (m/z 243) em fragdo microssomal na concentracdo de 16 umol/L. (b) Espectro
de massas referente a banda cromatografica do LPSF-PT31, onde a molécula protonada
apresenta m/z 243. Coluna Phenomenex Luna fenil-hexil (5 ym; 150 x 2,0 mm); fase movel:
metanol/tamp&o acetato de amdnio (5 mM; pH 5,5) (60:40,v/v); vazdo: 0,2 mL/min e volume

de injecao de 10 pL.

2.3.3. Planejamento fatorial 2*

Utilizando o método de LC-MS desenvolvido no modo de eluigido isocratico e
as condi¢oes iniciais de biotransformacéao in vitro, foi observado um decaimento de
32,0% da area da banda cromatografica do LPSF-PT-31, referente ao processo de
biotransformacao.
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Com intuito de obter uma condicao de incubacéo que resultasse em uma alta
capacidade de biotransformacdo e, consequentemente, maior formacdo de
metabdlitos, foi realizado um planejamento experimental 2*. O planejamento
consistiu em um planejamento fatorial de dois niveis com quatro variaveis de
interesse (2*), onde cada variavel de interesse foi analisada em um nivel superior e
um nivel inferior. Para tal, foram realizados experimentos em todas as possiveis
combinagdes dos niveis das variaveis.

O planejamento fatorial de dois niveis € muito utii em investigacdes
preliminares, quando o objetivo é saber se determinadas varidveis tem ou nao
influencia sobre a resposta desejada, que no presente caso € o percentual de
biotransformagao in vitro do LPSF-PT-31. As principais vantagens do emprego de
planejamento fatorial em relagdo a realizagao de experimentos de modo univariado é
a possibilidade de se alterar mais de uma variavel ao mesmo tempo, o que resulta
na redugcao do numero de experimentos e, consequentemente, na reducéo do tempo
e custo experimental. Adicionalmente, a realizagdo de um planejamento
experimental possibilita avaliar a interagdo entre as variaveis de estudo, ou seja,
podemos avaliar quando o efeito de uma variavel depende do nivel de outra.”™® Com
a realizagdo dos experimentos direcionados pelo planejamento fatorial 2* foi possivel
avaliar a influéncia da concentragdo proteica, concentracdo de LPSF-PT-31,
concentracio de NADPH e do tempo de incubacdo no percentual de
biotransformag¢ao do LPSF-PT-31. A Tabela 2.4 ilustra alguns resultados relevantes

do planejamento experimental.

TABELA 2.4 - Resultados relevantes do planejamento experimental

Experimentos  [LPSF-PT-31] [Proteica] [NADPH] Tempo Biotransformacgéao (%)

1 -1 -1 -1 -1 6,50
12 1 1 -1 1 31,2
15 -1 1 1 1 54,8
16 1 1 1 1 54,7

Pode-se observar que no experimento 1, onde todas as variaveis foram
mantidas no nivel inferior, o percentual de biotransformacéao foi de apenas 6,5%. O
que pode ser visto na Figura 2.4a. Ja nas condi¢bes empregadas no experimento

12, onde apenas a concentracdo de NADPH foi mantida no nivel inferior, foi
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observado um percentual de biotransformacao de 31,2%. No entanto, quando todas
as variaveis sao mantidas no nivel superior (experimento 16), a biotransformacéo foi

de 54,7%. Esses resultados estao ilustrados nos cromatogramas da Figura 2.4b.
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FIGURA 2.4 - Cromatograma de ion extraido (EIC) do m/z 243, relativo aos experimentos de
planejamento experimental LPSF-PT31. (a) Controle (auséncia de NADPH) e experimento 1;

(b) Controle (auséncia de NADPH), experimento 12 e experimento 16.

Assim, como observado, a concentracdo de NADPH influencia diretamente a
biotransformacdo do composto e as enzimas responsaveis por esse processo sao

dependentes do cofator NADPH. Com o experimento 15, onde apenas a
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concentracdo de LPSF-PT-31 foi mantida no nivel inferior, foi observado uma
biotransformagao de 54,8% (Tabela 2.4), o que indica que a concentragao de LPSF-
PT-31 na faixa avaliada nao altera o percentual de biotransformacéo.

A Tabela 2.5 ilustra os efeitos e os principais contrastes calculados utilizando
ferramentas estatisticas, onde se pode notar que para a obtencdo de um maior
percentual de biotransformacao do LPSF-PT-31 as variaveis concentragao proteica,
concentracdo de NADPH e tempo sao as variaveis que mais influenciaram no
metabolismo in vitro. Ainda, essa resposta tem um fator positivo, ou seja, para se
aumentar o percentual de biotransformacgao € necessario manter estas variaveis no

nivel superior.

TABELA 2.5 - Principais efeitos e interagdes entre as variaveis

Variaveis Efeito Conclusées
[LPSF-PT-31] -2 Indiferente
[Proteica] 31 Aumentar (fixar em +1)
[NADPH] 9 Aumentar (fixar em +1)
Tempo 8 Aumentar (fixar em +1)
Interagoes Efeito de interagoes

[LPSF-PT-31] / [Proteical 4

[LPSF-PT-31] / Tempo 4

[Proteica] /[NADPH] 14

Da mesma forma, observou-se que a interacdo mais relevante foi entre a
concentragéo proteica e a concentragdo de NADPH, sendo esta também positiva, o
que indica que a concentragcao proteica e a concentracdo de NADPH devem sempre
estar no mesmo nivel e, portanto no nivel superior.

Experimentos adicionais utilizando alta concentracdo de LPSF-PT-31 (100
pmol/L) foram realizados com o intuito de aumentar a formagéo do metabdlito. O uso
do sistema gerador de NADPH também foi avaliado para a produgdo de NADPH in
situ como uma alternativa menos dispendiosa, o qual demonstrou eficacia e um
percentual de biotransformacdo de cerca de 59,0%. Vale ressaltar que o
planejamento experimental proporcionou uma ampla visdo do sistema de incubagéo,

no entanto n&o foi possivel realizar todo o estudo de metabolismo nas condi¢gdes do
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experimento 16, com todas as variaveis no nivel superior, devido ao alto custo da
fracao microssomal e do NADPH. Assim, as condic¢des finais de incubacao do LPSF-
PT-31 fizeram uso de alta concentragdo do LPSF-PT-31 (100 umol/L), do sistema
gerador de NADPH e concentragao proteica de 1,0 mg/mL, como descrito no item
2.2.6.

2.3.4. Metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 e identificagao do metabdlito
formado por LC-MS"

Os metabdlitos produzidos por incubagcdo in vitro s&do geralmente
identificados por analises em full MS scan, através da comparagdo dos
cromatogramas de ion total e espectros das amostras controle e de
biotransformagao. Assim, os ions com especifica razdo massa/carga (m/z) e
correspondente bandas cromatograficas que estdo presentes na amostra de
biotransformagdo e ausentes na amostra controle foram considerados como
possiveis metabolitos.®

O método de analise por LC-MS no modo de elui¢do gradiente (descrito no
item 2.2.4) e as condi¢des otimizadas de biotransformacéo in vitro foram utilizadas
para identificar os possiveis metabdlitos provenientes do metabolismo in vitro do
LPSF-PT-31. Os cromatogramas de ions totais provenientes do metabolismo in vitro
do LPSF-PT-31 (20 umol/L) utilizando RLMs estao ilustrados na Figura 2.5. O LPSF-
PT-31 eluiu em 10 min e apresentou na sua forma protonada [M+H]" m/z 243.
Comparando os cromatogramas de full MS scan das amostras controles e da
amostra de biotransformagao do LPSF-PT-31 (Figura 2.5) foi observado em ambos
cromatogramas a presencga de um interferente em aproximadamente 7,8 min, o qual
nao foi previamente encontrado na amostra padrdo do LPSF-PT-31. Como a
amostra controle corresponde a auséncia do NADPH, assumiu-se que o interferente
€ proveniente da fragdo microssomal. Também foi observada a presenca de uma
banda cromatografica na amostra de biotransformacéao, eluindo em 9 min (Figura
2.5), a qual corresponde a um possivel metabdlito, pois ndo esta presente no
cromatograma da amostra controle. O possivel metabdlito detectado foi denominado
M1 e apresentou na sua forma protonada [M+H]" m/z 259 (Figura 2.5b) indicando
uma aumento de 16 Da na molécula de LPSF-PT-31, sugerindo que M1 seja um

metabdlito proveniente de uma hidroxilagao.
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FIGURA 2.5 - (a) Cromatograma de ions totais sobrepostos: amostra controle na auséncia
de NADPH (preto), amostra controle na auséncia de LPSF-PT-31 (rosa) e amostra de
biotransformacado do LPSF-PT-31 (azul). (b) Espectro de massa do M1. LPSF-PT-31 (20
pmol/L) foi incubado com RLMs (10 mg/mL) e sistema gerador de NADPH (volume total de
500 pL) a 37°C por 60 min. Aquisicdo dos dados: full MS scan (100 - 400 m/z); tempo de

acumulo de ions no trap de 100 ms.
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Sabendo que RLMs e HLMs diferem em termos da composi¢ao e atividade
das isoformas de CYP P450s,*® espera-se observar diferentes perfis metabolicos do
LPSF-PT-31 apds incubacdo com os dois sistemas enzimaticos (HLMs ou RLMs).
Assim, o metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 foi avaliado também em HLMs a fim
de investigar a possivel formacdo de novos metabdlitos e também avaliar a
influéncia da diferenga de espécies no metabolismo do LPSF-PT-31. Além disso, a
utilizacdo de HLMs também é muito util para prever resultados in vivo a partir da
extrapolagao tedrica/computacional de dados in vitro.'92%%"

Para as analises das amostras de biotransformacao utilizando-se HLMs,
utilizou-se também o método de analise por LC-MS no modo de eluigao gradiente
(descrito no item 2.2.4) e as condigbes de biotransformagao in vitro otimizadas em
RLMs para identificar os possiveis metabdlitos provenientes do metabolismo in vitro
do LPSF-PT-31 em HLMs. Em paralelo aos experimentos utilizando HLMs também
foi realizado simultaneamente experimentos utilizando RLMs como controle e
também para obter uma comparacdo mais precisa, uma vez que todos os estudos
prévios utilizando RLMs foram realizados em diferentes periodos do curso de
doutorado devido a indisponibilidade dos HLMs.

Comparando as amostras controle e de biotransformagcdo do LPSF-PT-31
utilizando HLMs (Figura 2.6a), a presenca de somente um metabdlito foi também
observada, o qual apresentou o mesmo tempo de retencdo e mesma razao
massa/carga (m/z 259) (Figura 2.7) observados para o metabdlito proveniente da
biotransformagao do LPSF-PT-31 utilizando RLMs (Figura 2.6b). Estas observacdes
sugerem que o mesmo metabdlito foi produzido nas incubag¢des do LPSF-PT-31 em
RLMs e HLMs e que este metabdlito seja proveniente de uma hidroxilagéo.
Adicionalmente, o mesmo padrédo de fragmentagao foi observado para o metabdlito
do LPSF-PT-31 formado a partir da incubagcdo em RLMs (Figura 2.8) e HLMs (Figura
2.9), confirmando que o metabolismo do LPSF-PT-31 resultou em um mesmo
metabdlito em ambos os sistemas biolégicos e, portanto, ndo foram observados
novos metabdlitos no metabolismo do LPSF-PT-31 utilizando HLMs nas condicbes
de analise empregadas. O metabdlito do LPSF-PT-31 (M1) nao foi detectado nas
amostras de controle negativo, tanto em RLMs quanto em HLMs. A Figura 2.6 ilustra
o cromatograma de ion extraido do m/z 259 em amostras de metabolismo do
LPSFPT-31 utilizando HLMs e RLMs e amostras controles.
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FIGURA 2.6 — Cromatograma de ion extraido do m/z 259 do LPSF-PT-31 em amostras
controles e de biotransformacéo a partir da incubagdo do LPSF-PT-31 (100 pmol/L) com
sistema gerador de NADPH (volume final de 500 uyL) a 37 C por 60 min. (a) em HLMs (1,0
mg/mL) (b) em RLMs (1,0 mg/mL). Aquisicdo dos dados: full MS scan (100 - 400 m/z);

tempo de acumulo de ions no trap de 100 ms. As amostras controles incluem: amostras em

auséncia de substrato, auséncia de sistema gerador de NADPH, auséncia de microssoma e

tempo zero min de incubacio; as quais apresentam uma baixa relagdo sinal-ruido em

relagao a intensidade do sinal do metabdlito.
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FIGURA 2.7 - Espectro de massa referente a banda cromatografica do metabdélito LPSF-PT-
31 proveniente da biotransformacgao utilizando HLMs. LPSF-PT-31 (100 ymol/L) foi incubado
com HLMs (1,0 mg/mL) e sistema gerador de NADPH (volume total de 500 pL) a 37 C por
60 min. Aquisi¢ao dos dados: full MS scan (70 - 350 m/z); tempo de acumulo de ions no trap
de 100 ms.

No entanto, quando se compara a area da banda cromatografica do M1 obtido
a partir dos ensaios de HLMs e RLMs, observou-se que a formag¢ao do M1 em RLMs
foi 3,3 vezes maior em comparagao com a formacdo em HLMs, indicando que o
clearance (eliminacédo) do LPSFPT-31 em RLMs foi maior do que em HLMs, o que
sugere uma maior exposi¢ao ao farmaco na espécie humana. No entanto, a menor
taxa de metabolismo do LPSF-PT-31 por microssomas de figado humano pode
também ser decorrente de diferentes atividades enzimaticas e concentragcbes das
isoformas de CYP P450s envolvidas no metabolismo de LPSF-PT-31, nas fracbes

microssomais de figado de rato e humano.
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FIGURA 2.8 - Espectro de ions fragmentos do metabdlito do LPSF-PT-31 proveniente do
metabolismo em RLMs (a) MS? m/z 259, (b) MS® m/z 241. Aquisigao dos dados: cut off 65,
amplitude de fragmentacéo de 0,28 V para MS? (m/z 259) e 0,22 V para MS® (m/z 241).

40



Intens. |

xi0t] (a) 2409

1.5

1.0 4

0.5 4

0.0 - ol | i | x |

T |
100 150 200 250 300 m/z
Intens. )

x104 | (b)

1.0
0.8
0.6
0.4 1

0.2 1
240.9
Y

o . ]

100 150 200 250 300 m/z

FIGURA 2.9 - Espectro de ions fragmentos do metabdlito do LPSF-PT-31 proveniente do
metabolismo em HLMs (a) MS? m/z 259, (b) MS® m/z 241. Aquisigao dos dados: cut off 65,
amplitude de fragmentacéo de 0,43 V para MS? (m/z 259) e 0,35 V para MS® (m/z 241).

Para se obter informacbes estruturais adicionais do metabdlito gerado,
experimentos de LC-MS" foram realizados. Inicialmente, o espectro de ion produto
da molécula protonada do LPSF-PT-31 (m/z 243) foi obtido. Nesse experimento foi

observado a formacao de trés ions produtos caracteristicos: m/z 143, m/z 113 e m/z
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85, sugerindo a perda do anel imidazolidina-2,4-diona [M+H-C3H4N20,]", perda do
grupo 2-cloro-6-fluorofenil [M+H-CgH4CIF]" e a perda do grupo 2-cloro-6-fluorofenil
[M+H-CeH,CIF]® seguido da perda uma molécula de monoxido de carbono
[M+H-CgH4CIF-COJ*, respectivamente. O espectro de MS? e a proposta de
fragmentacao do LPSF-PT-31 estao ilustrados na Figura 2.10.
Estes trés ions produtos obtidos a partir dos experimentos de MS? do LPSF-
PT-31 podem atuar como ions de diagnostico para identificar o hidroxi-metabdlito
(M1) formado a partir do metabolismo in vitro do LPSF-PT-31, desde que no padréo
de fragmentacdo do metabdlito desconhecido pelo menos um dos ions produtos
observados também esteja presente no padrao de fragmentacao do LPSF-PT-31.
As Figuras 2.8 e 2.9 ilustram os espectros de MS? e MS® do M1 em RLMs e
HLMs, respectivamente. O espectro de ions produtos da molécula protonada do M1
(m/z 259) em ambos os sistemas utilizados para incubagdo (RLMs e HLMs)
apresentou como fon principal m/z 241, e o experimento de MS® para m/z 241 gerou
o ion m/z 143. Comparando os espectros de ions produtos do LPSF-PT-31 e M1
observou-se um ion produto em comum para ambos os compostos, 0 m/z 143, que
corresponde ao grupo 2-cloro-6-fluorobenzil [M+H-C7HsCIF]® da molécula do LPSF-
PT-31, indicando que esta regido aromatica manteve-se inalterada durante o
metabolismo in vitro do LPSF-PT-31. Adicionalmente, observou-se a auséncia do ion
produto m/z 113 e a presenga de um novo ion produto m/z 129 no espectro de ions
produtos da molécula protonada do M1 (m/z 259) em ambos os sistemas utilizados
para incubacao (RLMs e HLMs), o que corresponde ao incremento de 16 Da no anel
imidazolidina-2,4-diona. De acordo com o ion produto m/z 143 e m/z 129, foi
postulado que a biotransformacéo do LPSF-PT-31 envolve uma hidroxilagdo no anel
imidazolidina. Embora os experimentos de massa tenham fornecido informacdes
importantes sobre o padrdao de fragmentagdao do LPSF-PT-31 e M1, a posigao
precisa da hidroxilacdo nao p6de ser identificada com base apenas na comparacao
dos padrées de fragmentacdo. Portanto, para a identificacdo estrutural de M1,

experimentos de RMN foram necessarios.
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de fragmentacao de 0,30 V.
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2.3.5. Identificagao estrutural do metabdlito do LPSF-PT-31 por RMN

Espectroscopia de RMN tem desempenhado um papel importante na
caracterizagcao estrutural de metabdlitos. Embora o RMN tenha uma baixa
sensibilidade em comparacdo com a analise por MS, esta técnica tem muitas
vantagens, tais como ser nao-destrutiva, fornecer atribuicdo estrutural inequivoca e
informagdes sobre isbmeros e conformagdes e configuragbes moleculares por
interpretacao dos deslocamentos quimicos e padrdes de desdobramento dos sinais
devido as interacdes nucleares mediadas por acoplamento spin-spin (J couplings).'®
Assim, neste trabalho, a técnica de RMN foi utilizada para caracterizar
estruturalmente o metabdlito desconhecido detectado nas amostras de
biotransformacao do LPSF-PT-31.

Para identificar a posicao correta da hidroxilagao e, assim, obter a completa
caraterizacdo do metabdlito do LPSF-PT-31, espectro de hidrogénio ('H-RMN) do
M1 foi obtido e comparado como o espectro 'H-RMN do LPSF-PT-31 (Figura 2.11).
A Tabela 2.6 resume os deslocamentos quimicos e a multiplicidades do LPSF-PT-31
e M1. Em comparagdo ao substrato nenhuma diferenga significativa nos
deslocamentos quimicos do grupo benzil foi observada, excluindo a possibilidade de
hidroxilacggo no CH; benzilico. Entretanto, trés principais mudangas foram
observadas no anel imidazolidina, incluindo desblindagem do 'H a partir da ligacdo
N-H (12 posi¢ao) de 6,19 para 6,71 ppm, a perda do sinal do CH, (5% posi¢do) e a
presencga de um novo sinal de singleto em 4,61 ppm, o qual integra para 1H e exibe
um deslocamento quimico consistente com um préton ligado ao grupo C-OH. Além
dos experimentos de 'H também foi feita uma tentativa de adquirir experimentos
bidimensionais (COSY e HSQC), mas mesmo utilizando uma sonda criogénica néo
foi possivel obter nenhum sinal, devido a quantidade insuficiente de massa do
metabdlito. Entretanto, espectros 1D-'H forneceram dados suficientes para concluir
que a hidroxilacdo ocorreu na 5° posicéo do anel imidazolidina levando & formagao

do 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-hidroxiimidazolidina-2,4-diona.
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FIGURA 2.11 - Espectro de "H-RMN (a) LPSF-PT-31, (b) metabdlito do LPSF-PT-31. Ambas
amostras foram dissolvidas em CD3;CN. Condicées RMN (Bruker Avance 111-600): sonda
criogénica de 5mm TCI 'H {"*C, "°N}. Sequéncia de pulsos '"H RMN: 1D version NOESY
sequence; supressdo de agua e acetonitrila: d1=2,40 s; 64.000 pontos em uma janela

espectral de 12.019,23 Hz; tempo aquisigdo= 2,73 s; ns=256 scans.
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TABELA 2.6- Deslocamento quimico e multiplicidade do LPSF-PT-31 e M1

Hidrogénio 3 (LPSF-PT-31)  Multiplicidade 3 (M1) Multiplicidade
1,17 4,77 d (1,05Hz) 4,73 d (1,07 (Hz)
5a, 5a’ 3,87 d (1,27 Hz) 4,61 s
NH 6,10 largo 6,71 largo
3 (aromatico) 7,28 m 7,26 m
4 (aromatico) 7,35 m 7,32 m
5 (aromatico) 7,12 m 7,08 m

Combinando a completa elucidagdo estrutural do M1 por RMN e os
experimentos de LC-MS", foi possivel sugerir uma proposta de fragmentagéo para
M1 (Figura 2.12). Onde os ions produtos m/z 241, m/z 143 e m/z 117 sugerem a
eliminacdo de uma molécula de agua [M+H-H,O]" seguido da perda do anel
imidazolidina-2,4-diona [M+H-H,0-C3HsN,O,]" levando a formagéo do ion m/z 143,
0 qual é o ion produto presente também no espectro de ions produtos do LPSF-PT-
31 e leva a formacgao do ion m/z 117 através da perda de uma molécula de etino por
intermédio do ion tropilico [M+H-H,0-C3H3N,O,—-C,H,]*. Os ions produtos m/z 129
e m/z 86 sugerem a perda do grupo 2-cloro-6-fluorofenil [M+H-CgsH4CIF]* seguido da
perda do grupo CONH [M+H-CgH,4CIF-CONH]", respectivamente.
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FIGURA 2.12 - Proposta de fragmentacao para o metabdlito do LPSF-PT-31 considerando a

hidroxilacdo no anel imidazolidina.

De acordo com as condi¢des de incubacdo usadas nos ensaios in vitro e a
caracteristica quimica e estrutural da molécula do LPSF-PT-31, esperava-se obter
através do metabolismo via CYP P450 metabdlitos provenientes de reacdes
metabdlicas de fase | a partir da hidroxilagdo da molécula no anel aromatico,
hidroxilacdo alifatica, N-hidroxilagdo e metabdlitos secundarios. Todas estas
possibilidades também foram exploradas durante o processamento dos dados de
LC-MS e LC-MS" e nenhum outro metabolito foi detectado nas amostras de
biotransformagao e apenas um hidroxi-metabdlito majoritario foi obtido a partir do
metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 em HLMs e em RLMs, nas condi¢cbes analiticas
empregadas. No entanto, estes metabdlitos podem ter se formado em quantidades
abaixo do limite de deteccdo do método de analise, apesar de os experimentos
terem sido realizados em larga escala. Assim, o uso de equipamentos de
espectrometria de massa providos de analisadores de massa mais sensiveis que o
ion trap, por exemplo, o QTrap; e ainda, o emprego de softwares que auxiliam na

otimizagcdo dos meétodos de aquisicdo e na detecgado de metabdlitos, podem levar a
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identificacdo de novos metabdlitos. Resumidamente, a Figura 2.13 ilustra reagao
metabdlica proposta para LPSF-PT-31 a partir dos estudos de metabolismo in vitro

em microssomas de figado humano e de rato.

F O F O OH
Hidroxilagao H
-
N\[(NH CYP P450 & HE
Cl Cl Y
0o o)
LPSF-PT-31 M1

FIGURA 2.13 - Reagao metabdlica proposta para LPSF-PT-31 a partir do metabolismo in

vitro em microssomas de figado humano e de rato.

Deste modo, os dados de metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 nas
condigdes experimentais desenvolvidas possibilitaram a identificacdo de um unico
metabdlito proveniente de uma reacao de hidroxilacdo, sendo este o metabdlito M1;
3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-hidroxi-imidazolidina-2,4-diona. Infelizmente, dados do
metabolismo in vivo do LPSF-PT-31 ainda nao estdo disponiveis na literatura para
promover maiores discussdes. No entanto, o perfil metabdlico do LPSF-PT-31,
observado nos ensaios in vitro realizados neste estudo, foi semelhante ao observado
para o perfil metabdlico do seu analogo, clonidina. Como observado para o LPSF-
PT-31, a clonidina também sofre metabolismo de fase | e produz in vitro e em
humanos, majoritariamente, o hidroxi-metabdlito, 4-hidroxi-clonidina.'®®

O metabdlito M1 identificado no presente trabalho € um composto quiral,
assim os enantibmeros podem apresentar maior atividade farmacolégica que o
LPSF-PT-31, caso este composto seja um pro-farmaco. Ainda, os enantidmeros do
M1 podem também apresentar atividades farmacoldgicas ou toxicologicas distintas
entre si. Adicionalmente, SUDO et al. (2010)'* demonstraram através de estudos de
docking que o LPSF-PT-31 apresenta uma maior afinidade que a clonidina pelo sitio
ativo do adrenoceptor aza. Este efeito foi explicado p experimentos in silico por uma
ligacdo de hidrogénio entre o atomo de oxigénio do grupo cetona no anel de
imidazolidina do LPSF-PT-31 e o residuo de aminoacido lle-190 do adrenoceptor

aza. Considerando este estudo, pode-se sugerir que o metabdlito M1, possivelmente
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apresente uma maior afinidade ao sitio ativo do adrenoceptor aza devido a presenca
do grupo hidroxila no anel imidazolidina proveniente da reagdo metabdlica. Portanto,
avaliagdes farmacocinéticas e farmacoldgicas adicionais para verificar uma possivel
atividade farmacoldgica ou toxicolégica dos enantidmeros do metabdlito M1, bem
como a identificagdo das isoformas de CYP P450s envolvidas no metabolismo do
LPSF-PT-31 s&o necessarias a fim de determinar se o LPSF-PT-31 pode ou néo ser
um pro-farmaco. A sintese em larga escala do metabdlito M1 esta sendo realizada
pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), coordenado pelo Prof. Dr. Ivan da Rocha Pitta, e a
separagao quiral preparativa sera realizada para a obtencdo dos enantibmeros puros
para serem empregados em estudos de metabolismo in vitro e outros ensaios

biolégicos posteriores.

2.4. Conclusoes

O presente estudo demonstrou a aplicabilidade das técnicas de LC-MS e
RMN no estudo de metabolismo in vitro e identificagcao estrutural de metabdlitos,
através da obtencao das primeiras informagdes sobre o metabolismo do LPSF-PT-
31.

Para avaliar o metabolismo in vitro do LPSF-PT-31 em microssomas de
figado de rato e humano e identificar os possiveis metabolitos formados, foi
desenvolvido e aplicado um método de LC-MS utilizando uma fonte de ionizac&o por
electrospray no modo de ionizagao positiva. Como ferramenta no processo de
otimizagdo das condigbes de incubacgao foi utilizado um planejamento experimental
24,

Nas condi¢cbes experimentais desenvolvidas e otimizadas para os ensaios de
metabolismo e analises por LC-MS, um metabdlito majoritario do LPSF-PT-31 foi
detectado. Os resultados do presente estudo revelam que LPSF-PT-31 sofre
metabolismo mediado por CYP P450 em microssomas de figado ratos e humano por
meio de uma reacdo de hidroxilagdo, produzindo um hidroxi-metabdlito principal.
LPSF-PT-31 apresentou um perfil metabdlico semelhante em ambas as espécies
estudadas, com uma maior taxa de metabolismo em ratos, o que sugere uma maior
exposicao ao farmaco em seres humanos. A identificagao estrutural do metabdlito do

LPSF-PT-31 foi estabelecida através de andlises por RMN e LC-MS", o que indicou
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que a reacgao de hidroxilacdo ocorreu na posi¢cao 5 do anel de imidazolidina levando
a producdo do metabdlito 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-hidroxi-imidazolidina-2,4-diona.
Estes resultados fornecem uma compreensao inicial do metabolismo LPSF-PT-31 e,
podem ser utilizados como uma referéncia para futuras investigacbes do
metabolismo do LPSF-PT-31 tais como, estudos farmacocinéticos, de fenotipagem
enzimatica e estudos farmacologicos, a fim de verificar atividade farmacoldgica dos

enantiomeros do metabdlito M1.
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CAPITULO 3

3. Estudos de Fenotipagem Enzimatica e Avaliacao da
Contribuicado das Enzimas CYPs e UGTs no Metabolismo do

Montelucaste

3.1. Montelucaste

Montelucaste (Figura 3.1), sal monossédico do acido [R-(E)]-1-[[[1-[3-[2-(7-
cloro-2-quinolinil)  etenil] fenil]-3-[2-(1-hidroxi-1-metiletil)  fenil]  propil]tio]metil]
ciclopropanoacético, € um antagonista potente e seletivo de receptores leucotrienos
cisteinicos subtipo 1 (CysLT1); receptores especificos dos leucotrienos D4, os quais
sao responsaveis pelo processo inflamatério no sistema respiratério e, assim, pela

resposta asmatica. %0

31 P—CO,H

25

C35H35CINO;S
586,18 g/mol

FIGURA 3.1 - Estrutura quimica do montelucaste.

O montelucaste foi introduzido no mercado no final da década de 1990 e tem
sido utilizado para a profilaxia e tratamento da asma e rinite alérgica em pacientes
adultos e pediatricos a partir de seis meses de idade.’""** O montelucaste pode ser
usado como uma alternativa a baixa dose de corticosterdides inalatérios (ICS -
inhaled corticosteroids) para pacientes que respondem mal aos ICS ou, em adigao
aos ICS para maiores melhorias nos sintomas e na fungdo pulmonar,

particularmente em doentes ainda sintomaticos, apesar do tratamento com 1CS."*>
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8 O montelucaste tem sido utilizado também para o tratamento de diferentes

149,150

fendtipos de asma, tais como na asma induzida por exercicios fisicos e em

asma associada com a rinite alérgica.”"'*? Além disso, o montelucaste pode ser

recomendado para o tratamento da asma em pacientes obesos,'>® asma em

fumantes, 5

156,157

asma induzida por aspirina’ e episodios de sibilancia induzida por
virus.

Em seres humanos, o montelucaste €& rapidamente absorvido e apds a
administracdo de 10 mg de montelucaste para adultos, a concentragdo maxima no
plasma (Cmax), @ meia-vida plasmatica (t;,) e a biodisponibilidade oral é de 495,3-
602,8 ng/mL (~1,0 pmol/L), 5 - 6 horas e 64,0%, respectivamente.**'® O
montelucaste sofre um metabolismo oxidativo com montelucaste inalterado e a
maioria dos metabdlitos sendo excretado via bile e menos de 1,0% eliminado na
urina. O perfil qualitativo do montelucaste e seus metabdlitos na bile humana (4 - 6
horas apdés a ingestdao oral do montelucaste) indicam que o montelucaste é
submetido a oxidagdo extensiva em varios metabdlitos primarios. Os principais
metabdlitos identificados em amostras de plasma e bile de humanos incluem
montelucaste acil-B-D-glucuronideo (M1), montelucaste sulféoxido (M2), 25-hidroxi-
montelucaste (M3), acido dicarboxilico montelucaste (M4), 21(R)-hidroxi-
montelucaste (Mb5a), 21-(S)-hidroxi-montelucaste (M5b) e 36-hidroxi-montelucaste

ou 1,2-diol montelucaste (M6) (Figura 3.2)."*°
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FIGURA 3.2 - Estrutura quimica dos metabdlitos do montelucaste. M1: montelucaste acil-3-
D-glucuronideo; M2: montelucaste sulféxido; M3: 25-hidroxi-montelucaste; M4: acido
dicarboxilico montelucaste; Mb5a: 21(R)-hidroxi-montelucaste; M5b: 21-(S)-hidroxi-

montelucaste; M6: montelucaste 1,2-diol e M7: a- hidroxi-montelucaste.

O montelucaste apresenta multiplas interagdes com as enzimas do citocromo
P450. Inicialmente, estudos in vitro sugeriram que montelucaste € um inibidor
altamente potente da CYP2C8.°" No entanto, o dados clinicos de estudos de

interacdo medicamentosa do montelucaste com rosiglitazona,'® pioglitazona'™’ e

53



repaglinida’® demonstraram que a farmacocinética destes farmacos néo é alterada
quando estes medicamentos sdo co-administrados com montelucaste, indicando que
o montelucaste ndo € um inibidor da CYP2CS8 in vivo. Diversas outras interacoes
medicamentosas envolvendo o montelucaste sdo reportadas na literatura.
Fenobarbital, um indutor da CYP3A4, diminuiu a AUC (area under the concentration-
time curve) do montelucaste em aproximadamente 40,0%.'* Claritromicina um
potente inibidor da CYP3A4, aumentou a AUC do montelucaste em
aproximadamente 144,0%."%® O gemfibrozil um inibidor in vivo da CYP2C8%:16416% ¢

164,166 em dose

OATP2B1 (OATP - organic anion transporting polypeptide),
terapéutica, aumentou a exposi¢cao sistémica ao montelucaste em cerca de 4,4
vezes; enquanto o itraconazol, um pontente inibidor da CYP3A4 nao afetou a sua
eliminac&o.'®’

Apesar dos varios estudos sobre as caracteristicas farmacocinéticas e
interacbes medicamentosas do montelucaste e da identificagdo dos varios
metabdlitos oxidativos do montelucaste, a contribuicdo destes para a eliminagao
(clearance) total do montelucaste e as enzimas especificas que catalisam sua
formacdo permanecem questionaveis. O 36-hidroxi-montelucaste e seu metabdlito
secundario acido dicarboxilico montelucaste foram descritos como sendo o principal

9

mecanismo de eliminacdo do montelucaste.”® Assim, o metabolismo do

montelucaste para estes e outros metabdlitos oxidativos tém sido objeto de varios

168169 o in vivo.'®"17° Os primeiros estudos de metabolismo in vitro do

estudos in vitro
montelucaste mostraram que a CYP3A4 e CYP2C9 sao as principais enzimas
envolvidas no metabolismo do montelucaste, onde a CYP2C9 é descrita como
sendo a responsavel pela formagdo do metabdlito majoritario 36-hidroxi-
montelucaste. No entanto, estes estudos foram realizados em concentragcées muito
elevadas de montelucaste (100-500 umol/L) em relagao a concentracdo maxima no
plasma (~1,0 ymol/L)."" Estudos mais recentes, realizados em concentragdes

1981%% indicam a CYP2C8 como a principal

terapéuticas relevantes do montelucaste
enzima envolvida na formacao do metabdlito 36-hidroxi-montelucaste. A potencial
contribuicdo da CYP2C8 é ainda suportada por outros estudos que demonstram que

o montelucaste tem alta afinidade pelo sitio ativo da CYP2C8'"

e, ainda que o
montelucaste é um potente inibidor competitivo desta enzima in Vvitro.*
Adicionalmente, estudos in vivo em voluntarios saudaveis, demonstraram que a

administracdo concomitante do montelucaste com gemfibrozil diminui a formacéao
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dos metabdlitos 36-hidroxi-montelucaste e do acido dicarboxilico montelucaste e,

consequentemente, aumenta acentuadamente a exposicdo ao montelucaste.'®’'"°

888164165 o com base na

Uma vez que o gemfibrozil € um potente inibidor de CYP2C
extensdo da interagdo gemfibrozil-montelucaste, os autores sugeriram que a
CYP2C8 é responsavel por cerca de 80,0% do clearance total do montelucaste.’®’
Como resultado, o montelucaste foi recomendado como um marcador seletivo para
atividade da CYP2C8 in vivo."®”"° No entanto, uma analise detalhada dos estudos
in vitro indica que outras CYPs além da CYP2C8 também podem estar envolvidas
na eliminagcdo do montelucaste. Além disso, o efeito substancial do gemfibrozil no

metabolismo do montelucaste'”'"°

pode envolver efeitos sobre outras
enzimas/proteinas, além de inibigdo da CYP2C8. Esta sugestdo € suportada pelas
diversas outras interacdes medicamentosas descritas para o montelucaste. Portanto,
a hipotese de que o metabolismo via CYP2C8 é o principal mecanismo de
eliminagdo do montelucaste € questionavel.

Adicionalmente, o montelucaste apresenta em sua estrutura dois grupos
funcionais; sendo estes um grupo carboxilico e uma hidroxila; suscetiveis a reag¢des
de conjugacao (Figura 3.1), levantando também a possibilidade de que o
montelucaste possa sofrer conjugagdo direta via uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferases (UGTs). Além disso, o montelucaste acil-B-D-glucuronideo
foi identificado em amostras de bile apdés a administracdo de montelucaste a
humanos,® e em estudos in vitro utilizando microssomas de figado humano.'”" No
entanto, devido a falta de uma analise quantitativa do balango de massas do
montelucaste, a contribuicédo relativa das reag¢des oxidativas e de glucuronidagdo no
metabolismo e eliminagdo do montelucaste, bem como a identificagdo das enzimas
especificas responsaveis pela glucuronidagdo do montelucaste permanecem
desconhecidas.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram realizar estudos de metabolismo in
vitro do montelucaste utilizando microssomas de figado humano (HLMs) e CYPs e
UGTs expressas para: 1) avaliar a contribuigao relativa das reagées de oxidagéo e
conjugacao via CYPs e UGTs para a eliminacao total do montelucaste; 2) investigar
a influéncia das condi¢des de incubagdo no metabolismo do montelucaste via CYPs
e UGTs; 3) obter a melhor condigdo de incubagao para estimar a contribuigcdo das
UGTs e CYPs no clearance in vitro do montelucaste; 4) reavaliar detalhadamente as

CYPs especificas envolvidas no metabolismo oxidativo do montelucaste; e 5)
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identificar metabdlitos provenientes de reacbdes de glucuronidacdo do montelucaste

e as UGTs especificas envolvidas.

3.2. Procedimento experimental

3.2.1. Materiais

Montelucaste de sédio, montelucaste 1,2 diol, montelucaste sulféxido, 21(S)-
hidroxi-montelucaste, 21(R)-hidroxi-montelucaste, a-hidroxi-montelucaste,
montelucaste acil-B-D-glucuronideo e nevirapina, foram obtidos da Toronto
Research Chemicals (North York, Ontario, Canada).

Glicose 6-fosfato (G6P), Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
(S. cerevisiae), B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP™), sal trissédico
de uridina 5-difosfato acido glucurdénico (UDPGA), alameticina, sacarolactona,
cloridrato de pilocarpina, quercetina, quinidina, cetoconazol, sulfafenazol,
trietilenotiofosforamida (tiotepa), cloridrato de ticlopidina e troleandomicina foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

As fragdes microssomais de figado humano (5 pools de figados humanos (n=
20-50) e nove fragbes de figados humanos individuais); CYPs humanas expressas
(supersomas) CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5, CYP4A11 com oxidoredutases e sem co-expressao do
citocromo b5 (exceto CYP2E1) e UGTs humanas expressas UGT1A1, UGT1AS3,
UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7,
UGT2B10, UGT2B15, UGT2B17 foram obtidas da BD Gentest ou Corning (Woburn,
MA). Todas as fragdes microssomais € enzimas expressas foram estocadas a -80°C.

Os sais fosfato de sodio monobasico, fosfato de sédio dibasico, tris-
(hidroximetil)-aminometano (tris), carbonato de sddio, cloreto de magnésio e os
solventes metanol, acetonitrila e éter metil t-butilico (MTBE), acido féormico e acido
cloridrico grau HPLC foram obtidos da Fisher Scientific (Pittsburgh, PA).

A agua utilizada na composigao das fases moveis e preparo de solugdes foi
obtida através de um sistema Milli-Q (Millipore).

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanga analitica Metter

Toledo modelo AG104, com precisao de = 0,1 mg.
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As solugbes salinas foram filtradas a vacuo em um sistema Millipore,
utilizando membranas de nylon Phenomenex de 0,45 pym.

As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro OAKTON modelo 1100,
com precisao = 0,01 unidades de pH, conectado a um eletrodo de vidro. A calibragao
do pHmetro foi realizada com solugdes tampdes pH 4,0, 7,0 e 10,0 (Fisher
Scientific).

As fases moveis preparadas foram degaseificadas utilizando um ultrassom
Branson modelo B 5510 MTH (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT,
USA).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram da marca
Eppendorf, e a homogeneizagdo das amostras foi efetuada em um vortex GENIE 2,
modelo G-560 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

As incubacdes foram realizadas em um banho-maria da Fisher Scientific
modelo Isotemp 210 (Hayward, CA, USA).

No tratamento de amostras por extracdo liquido-liquido foi utilizado uma
centrifuga da Eppendorf, modelo 5415C (Brinkmann Instruments, Westbury, NY); um
agitador de tubos da Eberbach Corporation, modelo 6010; uma centrifuga
refrigerada Beckman Coulter, modelo Allegra 6R ( Woburn, Massachusetts, USA) e
um sistema concentrador de amostra Savant, modelo SVC 200H.

Todas as solugdbes padroes foram preparadas dissolvendo os
inibidores/farmacos em estudo em agua, metanol ou acetonitrila e estocadas a -
80°C.

3.2.2. Condigoes analiticas para a determinagdo do montelucaste e seus

metabdlitos por LC-MS

O desenvolvimento e otimizagdo das condi¢des analiticas para analise do
montelucaste e seus metabdlitos por LC-MS/MS foi realizado em um sistema
cromatografico (Shimadzu, Addison, IL) equipado com um auto-injetor modelo SIL-
20A HT e uma bomba modelo 20AB; acoplado a um espectrébmetro de massa
modelo API 2000 provido de um analisador de massa triplo quadrupolo e uma fonte
de ionizagéo por electrospray (ESI) (Applied Biosystems Foster City, CA), operado

no modo positivo de ionizacao.
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A separagao cromatografica do montelucaste e de seus metabdlitos foi obtida
empregando uma coluna Luna C18 (100 x 2,0 mm; 3 ym; Phenomenex, Torrance,
CA) a temperatura ambiente (£ 20°C), utilizando o modo de elui¢do isocratica com
fase movel constituida de acetonitrila/agua acidificada (0,1% de &cido férmico) na
propor¢cdo de 85:15 (v/v) para a separagdo do montelucaste e seus hidroxi-
metabolitos e 82:18 (v/v) para a separagdo do montelucaste e seus glucuronideos,
vazéo de 0,2 mL/min e volume de inje¢do de 10 L.

Os parametros do MS foram inicialmente otimizados através da insercéo
direta e individual das solugbes padrées de montelucaste, 21(R)-hidroxi-
montelucaste (M5a) e montelucaste 1,2 diol (M6) na concentracdo de 100 ng/mL e
de montelucaste sulféxido (M2), 21(S)-hidroxi-montelucaste (M5b), a-hidroxi-
montelucaste (M7) e montelucaste acil-B-D-glucuronideo (M1) na concentragdo de
1,0 ug/mL. As solugdes foram preparadas através da diluicdo em metanol/agua
(50:50, v/v) das solucbes estoques em metanol (1,0 mg/mL) e a insercao foi
realizada com o auxilio de uma bomba seringa na vazéo de 10 yL/min. O sistema de
MS foi operado utilizando uma voltagem do electrospray de + 5200 V, dwell time de
100 ms, temperatura de interface de 0°C, nitrogénio como gas nebulizador (GS1-
nebulizer gas) 20 psi e gas de secagem (CUR - curtain gas) 20 psi. Os ensaios de
insercao direta permitiram a obtencao dos parametros de ionizagéo (Tabela 3.1), os
quais foram também utilizados no processo de otimizacdo dos parametros do MS
comuns aos compostos em analise, por meio de analises por inje¢do em fluxo (FIA -
flow injection analysis).

O experimento FIA foi realizado via LC-MS na auséncia de uma coluna
cromatografica, utilizando como fase maédvel acetonitrila/agua (50:50, v/v) na vazéo
de 0,2 mL/min e multiplas injegdes (10 pL) de uma solugdo contendendo
montelucaste, seus metabdlitos e nevirapina (padrao interno) na concentragdo de
1,0 uyg/mL em metanol/agua (50:50, v/v). Em cada injegéo, diferentes valores de um
determinado parametro em processo de otimizacdo foram testados e o valor mais
favoravel a analise dos compostos foi definido automaticamente. Os parametros
independentes do composto em analise foram determinados utilizando a voltagem
do electrospray de + 4000 mV; dwell time 100 ms; temperatura de interface de
350°C; gas nebulizador 30,0 psi; gas de aquecimento (GS2- heater gas) 40,0 psi;
gas de secagem 20,0 psi e gas de colisdo (CAD - collision activated dissociation) 4,0
psi.
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Apoés a otimizagcdo dos parametros analiticos, as analises por LC-MS foram
realizadas com o MS operando sob as seguintes condigbes: gas de secagem 25,0
psi, temperatura de interface de 550°C, gas nebulizador (GS1) 20,0 psi, gas de
aquecimento 55,0 psi, voltagem do electrospray de + 5500 V e gas de colisdo (CAD)
4,0 psi. Para a aquisigdo dos dados o triplo quadrupolo foi operado no modo
monitoramento de reacdo selecionada (SRM — Selected Reaction Monitoring). As
transigbes (ion precursor > ion produto) selecionadas para o monitoramento do
montelucaste e seus metabdlitos estdo descritos na Tabela 3.1.

O padrao analitico do metabdlito 25-hidroxi-montelucaste (M3) nao estava
disponivel e as transicbes adotadas para o monitoramento deste metabdlito foram
previamente descritas por BALANI et al. (1997)."*° A aquisicdo e processamento dos
dados foram realizados utilizando o software Analyst® version 1.5.1 (AB SCIEX™,

Ontario, Canada).

TABELA 3.1 - Transigdes monitoradas para analise do montelucaste e seus metabdlitos e os

parametros do MS especificos para cada analito

Analito Tr‘:&s/iz‘-‘)’“ DP(V) FP(V) EP(V) CEP(V) CE(eV) CXP (V)
montelucaste 586 > 422 71,0 3600 11,0 33,0 33,0 12,0
M1 762> 422 16,0 3700 95 32,0 45,0 12,0
M2 602 > 422 51,0 370,0 11,0 33,0 33,0 10,0
M3 002> 4% 80,0 360,0 10,0 33,0 40,0 16,0

602 > 147 ’ ’ ’ ’ ’ ’

Mb5a/b 602 > 147 61,0 4000 11,0 33,0 40,0 6,0
M6 602 > 438 80,0 360,0 10,0 33,0 40,0 16,0
M7 603 > 422 51,0 3600 95 33,0 33,0 22,0
nevirapina 267 > 226 51,0 3700 95 14,0 37,0 14,0

Declustering Potential (DP); Focusing Potential (FP); Entrance Potencial (EP); Collision Cell Entrance
Potential (CEP); Collision Energy (CE); Collision Cell Exit Potential (CXP).

3.2.3. Otimizacao das condigdes de metabolismo in vitro do montelucaste

Para realizagcdo dos ensaios de metabolismo in vitro, solu¢gdes contendo o

montelucaste foram preparadas em metanol nas concentragdes requeridas e todo o
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metanol foi evaporado até a secura antes da adigdo dos componentes do meio de
incubacdo. Devido ao fato de o montelucaste ser um composto sensivel a luz, todos
os ensaios foram realizados na auséncia de luz.

A fim de obter a melhor condicdo de incubacdo para as reacdes de
metabolismo envolvendo as enzimas CYPs, UGTs e combinadas CYPs + UGTs,
quatro condigcdes de incubacdo foram avaliadas. As condigcbes de incubagao
avaliadas seguem os procedimentos de condi¢cdes gerais de metabolismo in vitro e
diferem de acordo com as condigdes descritas na Tabela 3.2. As reacdes foram
terminadas nos tempos de incubacao pré-definidos: 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e/ou 90
min.

As condi¢des de incubagao foram avaliadas através do decaimento da area
cromatografica do montelucaste durante o processo de metabolismo, comparando a
area cromatografica do montelucaste na amostra incubada por 90 min com a area

na amostra controle com tempo de incubagao de zero min.

TABELA 3.2 — Condicbes de incubacio avaliadas durante a otimizagdo das condi¢des de

metabolismo in vitro do montelucaste

Condigoes CYPs UGTs CYPs + UGTs

Solucao tampéao fosfato de sddio (0,2 mol/L,
Solugéo tampéo fosfato de  pH 7,4) contendo MgCl; (3,4 mmol/L), EDTA

Condicéo | _
sédio (0,2 mol/L, pH 7,4) (1,15 mmol/L) e sacarolactona (115 umol/L)
(adaptado de KILFORD et al., 2009'"%)
Solugéo tampéao tris-HCI (0,1 mol/L, pH 7,4) contendo MgCl, (5,0 mmol/L)
Condicao Il 63
(adaptado de WALSKY et al., 2012”°)
Solugao tampao fosfato de sédio (0,1 mol/L, pH 7,4) contendo MgCl,
Condigao llI
(3,3 mmol/L)
Solugao tampao fosfato de sédio (0,1 mol/L, pH 7,4) contendo MgCl,
Condicao IV

(1,0 mmol/L) e sacarolactona (5,0 mmol/L)
(adaptado de FISHER et al., 2000°")
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3.2.3.1. Preparo da solugao tampao fosfato de sédio

A solugéo tampéo fosfato de sédio (0,2 mol/L) foi preparada pesando-se 5,68
g do sal fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,) e dissolvendo para um volume total de
200 mL com agua. O pH da solugao foi ajustado para 7,4 através da adicao de uma
solugédo de fosfato de sddio monobasico (0,2 mol/L). Por fim, a solugdo tampéo foi
filtrada através de uma membrana de 0,45 pm.

3.2.3.2. Preparo da solugao tampao tris-HCI

A solugéo tampéo tris-HCI (0,1 mol/L) foi preparada pesando-se 1,21 g do sal
tris- (hidroximetil)-aminometano e 47,6 mg de cloreto de magnésio (5,0 mmol/L) e
dissolvendo para um volume total de 100 mL com agua. O pH da solugao tampéo

tris-HCI foi ajustado para 7,4 através da adicdo de HCI 12 N.

3.2.3.3. Preparo das solugoes de cofatores

Para preparar a solugdo de UDPGA (12,5 mmol/L), pesou-se 8,08 mg de
UDPGA e solubilizou-se para um volume total de 1,0 mL com solugdo tampao
utilizado para incubacgao; solugao tampéao fosfato de sédio ou solugdo tampéo tris-
HCI, de acordo a condi¢ao de incubagao adotada (Tabela 3.2)

O sistema gerador de NADPH foi preparado de acordo com o procedimento
descrito no item 2.2.5.3.

Para o preparo da solugdo de cofatores combinados (UDPGA + NADPH),
pesou-se 8,08 mg de UDPGA e solubilizou-se para um volume total de 1,0 mL com a

solucao do sistema gerador de NADPH.

3.2.3.4. Condigoes gerais de metabolismo in vitro via CYP P450

Os ensaios investigativos iniciais para determinar as condigdes 6timas para o
metabolismo oxidativo do montelucaste foram realizados em um eppendorf de 2,0
mL, onde adicionou-se montelucaste (0,05 pmol/L), 25 uL de HLMs (0,25 mg/mL) e
125 pL de solugao tampéo fosfasto de sédio (0,2 mol/L, pH 7,4). Ap6és 5 min de pré-

incubacao a 37°C a reacao foi iniciada pela adicdo de 100 yL do sistema gerador de
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NADPH [NADP* (1,3 mmol/L), glicose 6-fosfato (3,3 mmol/L), MgCl, (3,3 mmol/L) e
glicose 6-fosfato desidrogenase (0,4 U/uL)]; com volume final de incubacdo de 250
ML. A reacédo foi realizada em um banho termostatizado a 37°C. Apds o tempo de
incubacao desejado, a reagao foi interrompida pela adicdo de 500 pL de acetonitrila
levando a precipitagdo proteica. Nevirapina (25 pL; 500 ng/mL em metanol) foi
adicionada como padrdo interno as amostras de incubagdo. Em seguida, as
amostras foram vigorosamente agitadas com auxilio de um agitador vortex e
centrifugadas por 5 min a 14.000 rpm. Por fim, o sobrenadante foi submetido ao

tratamento de amostra descrito no item 3.2.4.

3.2.3.5. Condigoes gerais de metabolismo in vitro via UGTs

Os ensaios investigativos inicias para a otimizagdo das condi¢gbes de analise
dos metabdlitos formados via reagdes de glucuronidagdo foram inicialmente
realizados pela ativacdo do HLMs. Os microssomas foram diluidos na solucao
tampao utilizada para a incubagao; neste caso, a solugao tampéao tris-HCI (0,1 mol/L,
pH 7,4) contendo MgCl;, (5,0 mmol/L); e ativado pela adigdo de uma solugéo de
alameticina (50 ug/mg proteina) dissolvida em metanol/agua (50:50, v/v); a solugao
microssomal foi colocada em banho de gelo por 15 minutos e levemente agitada a
cada 5 minutos.

Os ensaios de glucuronidagdo do montelucaste foram realizados em um
eppendorf de 2,0 mL, onde adicionou-se montelucaste (0,05 umol/L), 25 uL de HLMs
ativados (0,25 mg/mL) e 125 yL de solugéo tampao Tris-HCI (0,1 mol/L, pH 7,4)
contendo MgCl; (5,0 mmol/L). Apés 5 min de pré-incubacdo a 37°C a reagéao foi
iniciada pela adi¢gdo de 100 pyL da solugdo de UDGPA (5,0 mmol/L); com volume
final de incubacao de 250 uL. A reacéao foi realizada em um banho termostatizado a
37°C. Apos o tempo de incubacdo desejado, a reagéo foi interrompida pela adi¢ao
de 500 pL de acetonitrila e as amostras foram processadas de acordo com

procedimento descrito no item 3.2.3.4.
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3.2.3.6. Condigoes de metabolismo in vitro combinando os cofatores de CYPs
e UGTs

Para a realizacdo dos ensaios iniciais de metabolismo do montelucaste
envolvendo simultaneamente as reagdes mediadas por CYPs e UGTs, seguiu-se o
procedimento de incubacgdo descrito para a glucuronidagdo do montelucaste (item
3.2.3.5). No entanto, a reacgéo foi iniciada pela adicdo de 100 yL da solugédo de
cofatores combinados (UDPGA (5,0 mmol/L) e sistema gerador de NADPH).

3.2.4. Tratamento das amostras

Apos as incubacgdes, as amostras foram submetidas a uma extragao liquido-
liquido, onde 600 pL do sobrenadante foram transferidos para um tubo Falcon de 15
mL, onde se adicionou 500 yL de uma solugao saturada de carbonato de sédio e 5,0
mL de MTBE. A mistura foi agitada vigorosamente por 30 s com auxilio de um
agitador vortex e centrifugadas por 5 min a 36.000 rpm a 0°C (condi¢cdo adaptada de
BHARATHI et al., 2009'™). A fracdo organica foi removida e evaporada até a secura
utilizando-se um sistema concentrador de amostras. O residuo foi reconstituido com
80 pL de fase movel constituida de acetonitrila/agua acidificada (0,1% de acido
férmico) (85:15, v/v) e 10 pL foi injetado no sistema de LC-MS.

3.2.4.1. Preparo da solugao saturada de carbonato de sédio

A solugdo saturada de carbonato de sédio foi preparada pesando-se 11,9 g
de carbonato de sddio e dissolvendo para um volume total de 40 mL de agua, com
auxilio de um sistema de ultrassom. Foi considerado uma constante de solubilidade
de 29,78 g/100 g H,0 & 25°C.""®

3.2.5. Metabolismo in vitro do montelucaste via CYP P450s

Os estudos de metabolismo oxidativo do montelucaste mediado pelas
enzimas do citocromo P450 foram realizados através da incubacdo do montelucaste
(1,0 ymol/L) de acordo com o procedimento de condigdes gerais de metabolismo via
CYP P450 descrito no item 3.2.3.4. A mistura de reagao foi incubada por 30 min.
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Também foram realizados experimentos controles, incluindo: a) incubacdo na
auséncia do sistema gerador de NADPH; b) na auséncia de montelucaste; c) na
auséncia de fragdo microsomal e d) tempo zero min de incubagao; onde os volumes
foram compensados com solucdo tampao nos controles a, b e c. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata.
3.2.5.1. Determinagao da linearidade de formagao dos metabolitos

A linearidade de formagao dos hidroxi-metabdlitos do monteculaste foi
determinada em relacdo ao tempo de incubagdo e concentracdo proteica.
Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado em HLMs (0,0 -1,0 mg/mL) na presenga do
tampéo fosfato de sodio (0,2 mol/L, pH7,4) e do sistema gerador de NADPH a 37°C,

em um intervalo de tempo de 0-90 min.

3.2.5.2. Determinagao dos parametros cinéticos para o metabolismo oxidativo

do montelucaste

Para determinar os parametros cinéticos de formagao dos hidroxi-metabdlitos
do monteculaste, diferentes concentragcbes de montelucaste (0,05 — 15 pmol/L)
foram incubadas por 30 min em duplicata e em dois lotes de HLMs (0,25 mg/mL) na
presenca do tampéo fosfato de sddio (0,2 mol/L, pH7,4) e do sistema gerador de
NADPH a 37°C. Os ensaios foram conduzidos de acordo com o procedimento de
condigdes gerais de metabolismo via CYP P450, descrito no item 3.2.3.4.

Para a quantificacdo dos metabdlitos formados e determinacdo dos
parametros cinéticos, curvas de calibragdo utilizando as solugbes padrdes do
montelucaste e seus metabdlitos foram preparadas. Para tal, solugcbes estoques de
montelucaste, montelucaste sulfoxido, montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste e 21(S)-OH montelucaste foram preparadas na concentragédo de 1,0
mg/mL em metanol e diluidas para um intervalo de concentragdo de 0,001 — 0,25
pmol/L (n=3), as quais foram utilizadas para construir as curvas de calibragdo. As
curvas de calibracdo foram obtidas através de regressao linear considerando a
razao entre a area da banda cromatografica do metabdlito e a area cromatografica
do padrdo interno em cada concentracdo dos analitos. As curvas de calibragao
mostraram-se linear (r2 > 0,99) na faixa de concentragdo avaliada. Como o padrao
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analitico para o metabdlito 25-OH montelucaste ndo estava disponivel, a formacéao
deste metabdlito foi qualitativamente estimada utilizando a curva de calibracéo

obtida para o montelucaste.

3.2.5.3. Analises de correlagao em HLMs

Para determinar a correlagédo entre a atividade individual de uma isoforma de
CYP P450 e a taxa de formacdo dos hidroxi-metabdlitos do monteculaste,
montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado em um painel de 14 HLMs caracterizados (9
doadores individuais e 5 pools), onde o conteudo total de P450s, oxidoredutases e a
atividade de cada isoforma foi determinada por reagdes de fenotipagem e fornecidas
pelo fabricante (BD Gentest) (Apéndice A1).

As reacgdes seletivas utilizadas para determinar a atividade das isoformas de
CYPs foram: fenacetina O-deetilase (CYP1A2), cumarina 7-hidroxilase (CYP2A6),
(S)-mefenitoina N-desmetilase (CYP2B6), paclitaxel 6a-hidroxilase (CYP2C8
diclofenaco 4’-hidroxilase (CYP2C9), (S)-mefenitoina 4’-hidroxilase (CYP2C19
bufuralol  1’-hidroxilase (CYP2D6), clorzoxazona 6-hidroxilase (CYP2E1),
testosterona 6B-hidroxilase (CYP3A4) e acido laurico 12-hidroxilase (CYP4A11).

Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado em triplicata com cada HLMs (0,25 mg/mL)

b

)
)
)
)

na presenca da solugdo tampao fosfato de sodio (0,2 mol/L; pH7,4) e do sistema
gerador de NADPH por 30 min a 37°C. Os ensaios foram conduzidos de acordo com
o procedimento de condi¢gbes gerais de metabolismo via CYP P450 descrito no item
3.2.3.4.

3.2.5.4. Metabolismo do montelucaste em isoformas de CYPs

O metabolismo do montelucaste foi avaliado em um painel de 9 isoformas
expressas humanas de CYPs (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 e CYP 3A5) para adicional caracterizagao
das isoformas especificas envolvidas no seu metabolismo. Montelucaste (1,0 pmol/L
e 0,02 pymol/L) foi incubado em triplicata com cada isoforma de CYP (20 pmol)
utilizando as condi¢gdes de incubacao descritas no item 3.2.3.4.

Para as isoformas de CYPs que mostraram maior atividade em relagdo ao

metabolismo do montelucaste e/ou que mostraram correlagcdo com a formagao dos
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metabdlitos na anadlise de correlacdo em HLMs (CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 e CYP 4A11), estudos cinéticos foram realizados através da incubacédo de
diferentes concentragdes de montelucaste (0,05 — 15 pmol/L) onde foram incubadas
por 30 min em duplicata com as isoformas de CYPs selecionadas (20 pmol)
seguindo o procedimento de condi¢gdes gerais de metabolismo via CYP P450

descrito no item 3.2.3.4.

3.2.5.5. Inibigcao quimica do metabolismo oxidativo do montelucaste

Para determinar a contribuicdo das CYPs no metabolismo do montelucaste, o
efeito de inibidores quimicos na velocidade de formagdo dos hidroxi-metabdlitos do
montelucaste em HLMs foram avaliados na auséncia (controle) e na presenga de
inibidores seletivos das isoformas de CYPs. Montelucaste foi incubado com os
seguintes inibidores: pilocarpina (50 umol/L) para CYP2AG6, tiotepa (50 umol/L) para
CYP2B6, quercetina (150 umol/L) para CYP2CS8, sulfafenazol (25 ymol/L) para
CYP2C9, ticlopidina (5,0 pmol/L) para CYP2C19, quinidina (50 pmol/L) para
CYP2D6, troleandomicina (50 umol/L) e cetoconazol (1,0 umol/L) para CYP3A4/5.

Os inibidores foram dissolvidos e diluidos em metanol para a concentragao
requerida, exceto ticlopidina e tiotepa que foram dissolvidos e diluidos em agua.
Todas as solucdes foram estocadas a - 80°C, exceto as solugcdes preparadas em
metanol as quais foram preparadas imediatamente antes de iniciar os ensaios de
incubacao.

As solucgdes dos inibidores e do montelucaste preparados em metanol foram
evaporados até a secura utilizando um sistema concentrador de amostras antes da
adicdo dos componentes de incubagdo. Os inibidores diluidos em &agua foram
diretamente adicionados na mistura de incubagcdo (25 ulL) e esse volume foi
compensado pela redugéo no volume de tampé&o adicionado (100 ulL).

Inibidores competitivos (pilocarpina, tiotepa, quercetina, sufafenazol,
ticlopidina, quinidina e cetoconazol) foram pré-incubados por 5 mim a 37°C com
montelucaste (1,0 ymol/L e 0,02 pymol/L), HLMs (0,25 mg/mL) e solugdo tampéao
fosfato de sddio (0,2 mol/L, pH7,4). A reacdo foi iniciada pela adigdo do sistema
gerador de NADPH e apds 30 min de incubagao a reagao foi interrompida pela
adicao de 500 uL de acetonitrila e as amostras foram processadas de acordo com

procedimento descrito no item 3.2.3.4.
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O inibidor baseado em mecanismo enzimatico (Mechanism Based linhibitor),
troleandomicina, foi pré-incubado com HLMs (0,25 mg/mL), solugdo tampéo fosfato
de sodio (0,2 mol/L, pH7,4) e sistema gerador de NADPH por 15 min a 37°C. Apds a
pré-incubagdo, o volume total (250 uL) foi transferido para um novo eppendorf
contendo montelucaste (1,0 umol/L) e evaporado, a fim de iniciar o metabolismo do
montelucaste. A reacao procedeu-se por 30 min e foi interrompida pela adicao de
500 uL de acetonitrila. As amostras foram processadas de acordo com procedimento

descrito no item 3.2.3.4.

3.2.6. Metabolismo in vitro do montelucaste via UGTs

Os estudos de glucuronidagdo direta do montelucaste foram realizados
através da incubagdo do montelucaste (1,0 umol/L), de acordo com o procedimento
de condigbes gerais de metabolismo via UGTs descrito no item 3.2.3.5. No entanto,
ap6s 30 min de incubacédo a reagao foi interrompida pela adicdo de 100 uL de
acetonitrila levando a precipitagdo proteica. Nevirapina (25 pL; 500 ng/mL em
metanol) foi adicionado como padrdo interno as amostras de incubagdo. Em
seguida, as amostras foram vigorosamente agitadas com auxilio de um agitador
vortex e centrifugadas por 5 min a 14.000 rpm. Na sequéncia, 300 uL do
sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL, onde adicionou-se 500
ML de uma solugdo de HCI 0,1 mol/L e 5,0 mL de MTBE. A mistura foi agitada
vigorosamente por 30 s com auxilio de um agitador vortex e centrifugadas por 5 min
a 36.000 rpm a 0°C. A fracdo organica foi removida e evaporada até a secura
utilizando um sistema concentrador de amostras. O residuo foi reconstituido com 80
ML de fase mével constituida de acetonitrila e agua acidificada com 0,1% de acido
férmico (82:18, v/v) e 10 uL foi injetado no sistema de LC-MS.

Também foram realizados experimentos controles, incluindo: a) incubagéo na
auséncia do cofator UDPGA; b) na auséncia de substrato (montelucaste); c) na
auséncia de fragdo microsomal e no d) tempo zero min de incubag&o; onde os
volumes foram compensados com solugcao tampao nos controles a, b e ¢. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata.
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3.2.6.1. Determinacdao da linearidade de formacao dos glucuronideos

montelucaste

A linearidade de formagdo dos glucuronideos do montelucaste foi
determinada em relacdo ao tempo de incubagdo e concentracdo proteica.
Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado em HLMs (0,0-1,0 mg/mL) na presenca do
tampéao tris-HCI (0,1 mol/L, pH 7,4) contendo cloreto de magnésio (5,0 mmol/L) e do
cofator UDPGA (5,0 mmol/L) a 37°C, em uma faixa de tempo de 0-90 min.

3.2.6.2. Determinagdo dos parametros cinéticos para glucuronidagdao do

montelucaste

Para determinar os parametros cinéticos de formagao dos glucuronideos do
monteculaste, diferentes concentragdes de montelucaste (0,05 — 25 ymol/L) foram
incubadas por 30 min em duplicata em dois lotes de HLMs (0,25 mg/mL) na
presenga da solugdo tampdao tris-HCI (0,1 mol/L, pH7,4) contendo cloreto de
magnésio (5,0 mmol/L) e cofator UDPGA (5,0 mmol/L) a 37°C. Os ensaios foram
conduzidos de acordo com o procedimento de condigdes de metabolismo do
montelucaste via UGTs descrito no item 3.2.6.

Para estimar a quantidade de glucuronideos formados na faixa de
concentracdo analisada e assim determinar os paradmetros cinéticos, curvas de
calibragao utilizando as solugdes padroes do montelucaste e montelucaste acil-B-D-
glucuronideo foram preparadas. Para tal, solugbes estoques de montelucaste,
montelucaste acil-p-D-glucuronideo foram preparadas na concentracdo de 1,0
mg/mL em metanol e diluidas para uma faixa de concentragcéo de 0,01 — 1,0 umol/L
(n=3), as quais foram utilizadas para construir as curvas de calibragdo. As curvas de
calibragdo foram obtidas através de regresséao linear considerando a razao entre a
area da banda cromatografica do metabdlito e a area cromatografica do padréo
interno em cada concentracdo dos analitos. As curvas de calibracdo mostraram-se
linear (* > 0,99) na faixa de concentracdo avaliada. A formacdo do novo
glucuronideo do montelucaste identificado neste trabalho foi qualitativamente

estimada utilizando a curva de calibragdo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo.

68



3.2.6.3. Metabolismo do montelucaste em isoformas de UGTs

Para identificar as isoformas especificas de UGTs envolvidas na
glucuronidagdo do montelucaste, o metabolismo do montelucaste via UGTs foi
avaliado em um painel de 13 UGTs humanas expressas. Montelucaste (1,0 ymol/L)
foi incubado em duplicata com cada UGT (UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AG,
UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B15,
UGT2B17) na concentracdo final de 0,025 mg/mL de proteina, na presenga do
tampao tris-HCI (0,1 mol/L; pH7,4) contendo cloreto de magnésio (5,0 mmol/L) e do
cofator UDPGA (5,0 mmol/L) a 37°C. Os ensaios foram conduzidos de acordo com o
procedimento de condigdes de metabolismo do montelucaste via UGTs descrito no
item 3.2.6. No entanto, em contraste com os experimentos em HLMs, a incubacao
em UGTs expressas dispensa a ativacdo através da adigdo de alameticina.®® Como
controle positivo e negativo, incubagées com HLMs ativados foram realizadas em
paralelo.

Entre as UGTs expressas avaliadas, a UGT1A3 mostrou maior atividade em
relacdo ao metabolismo do montelucaste. Portanto, estudos cinéticos para a
formagao dos glucuronideos do montelucaste foram realizados através da incubacgéao
em duplicata de diferentes concentra¢cées do montelucaste (0,125 - 20 ymol/L) com
a UGT1A3 (0,025 mg/mL) na presenca da solugdo tampao tris-HCI (0,1 mol/L,
pH7,4) contendo cloreto de magnésio (5,0 mmol/L) e do cofator UDPGA (5,0
mmol/L) a 37°C. Os ensaios foram conduzidos de acordo com o procedimento

adotado para o painel de UGTs descrito acima.

3.2.7. Tratamento e analise dos dados

Os parametros cinéticos aparentes, velocidade maxima de formagao (Vmax) €
concentragdo do substrato resultando em 50% do Vmax (Km), para os hidroxi-
metabdlitos e glucuronideos do montelucaste foram estimados através da equagéao
de cinética enzimatica de Michaelis-Menten (V=Vmax X [S)/(Kn+[S])) utilizando
analises de regress&o nao linear. O clearance intrinseco aparente (Cliqt) in vitro foi
calculado através da razdo Vmax/Km. A percentagem de inibigdo da taxa de formacéo
dos metabdlitos por inibidores especificos de isoformas de P450 foi calculada

através da comparagcdo da atividade enzimatica na auséncia (controle) e na
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presenca de inibidores. A analise de correlacao foi realizada através de analises de
regressao nao paramétrica, utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Valores
de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram
apresentados com a média £+ SD ou como a média de duplicatas experimentais.
Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism Version 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Influéncia das condi¢gdes de incubagao no metabolismo do montelucaste
via CYPs e UGTs

Condicbes experimentais de incubacdo in vitro de farmacos sdo bem
descritas na literatura e sabe-se que diferentes fatores afetam a atividade
enzimatica, incluindo: o tipo, a concentracido salina e o pH da solugao tampao de
incubacgao e a concentragcdo de alameticina e 0 uso de sacarolactona nos ensaios de
UGTs. Estas variaveis de incubagao podem influenciar diferentemente na atividade
das enzimas UGTs e CYPs e, consequentemente, na determinacdo dos parametros
cinéticos (Km, Vimax € Clint) em estudos de metabolismo in vitro.3%:33176-178

Convencionalmente os parametros cinéticos sdo determinados através do
monitoramento da velocidade de formacdo dos metabdlitos em uma curva de
concentragdo-resposta. Alternativamente, a abordagem de decaimento da
concentracdo do substrato pode ser utilizada para se determinar o K, de uma
reacdo enzimatica em situagdes em que o monitoramento da formacdo do
metabdlito € inviavel, principalmente devido a falta de padrées analiticos auténticos
para se quantificar/estimar a formacdo do metabdlito. Nesses casos, o valor de Ky,
pode ser obtido utilizando a equagao proposta por OBACH e REED-HAGEN
(2002)."° Adicionalmente, a abordagem de decaimento do substrato tem sido
utilizada para estimar a contribuicdo da via enzimatica no clearance do farmaco
através de experimentos combinando os cofatores de UGTs e P450s, onde o
clearance intrinseco (Clin) € determinado baseando-se na equagédo proposta por
HOUSTON (1994)'%° e OBACH (1999)% utilizando a meia-vida in vitro (t,) do

farmaco a partir do decaimento do substrato em uma Unica concentragao.®"">181
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Baseando-se nestas informacdes, a primeira etapa deste trabalho foi avaliar a
condicdo de incubagdo mais adequada para estimar a contribuicdo das enzimas do
citocromo P450 (CYPs) e UDP-glucoronosil transferases (UGTs) no Cliy in vitro do
montelucaste e assim estimar a principal rota metabdlica envolvida na sua
eliminagado. Para tanto, utilizou-se das abordagens de decaimento de substrato e de
experimentos combinando os cofatores de UGTs e P450s, onde quatro condi¢gdes de
incubacao foram avaliadas de acordo com a Tabela 3.1.

A Figura 3.3 ilustra os percentuais de decaimento do montelucaste obtidos
através das reag¢des mediadas por CYPs, UGTs e combinando ambas as vias (CYPs
+ UGTs), em cada condi¢gdo de incubacdo avaliada. Comparando os resultados
obtidos a partir das condi¢des | (Figura 3.3a) e Il (Figura 3.3b) foi observado que a
porcentagem de decaimento do montelucaste obtido via P450s reduziu cerca de
30,0% com a mudancga da solugado tampao fosfato de sédio 0,2 mol/L (decaimento
do substrato de 57,0%) para a solugéao tampao tris-HCI (decaimento do substrato de
27,0%). As condigdes | e lll se diferem na concentragao da solugdo tampao fosfato
de sodio e pode-se se observar que a menor concentragdo da solugdo tampao
aumenta o decaimento da concentracdo do montelucaste via P450s em cerca de
21,0%. Comparando as condi¢des Ill e IV, as quais diferem pela presenca de
sacarolactona na condicéo |V, foi observada uma redugdo de 19,0% no decaimento
do montelucaste via P450s, demonstrando que a presencga da sacarolactona diminui
a atividade das CYPs em relagdo ao metabolismo do montelucaste.
Resumidamente, com as quatro condicées de incubagdo avaliadas, foi possivel
observar que a condicdo lll foi a que se mostrou mais favoravel para a atividade das
enzimas CYP P450s, podendo-se assim concluir que a solucdo tampao fosfato de
sodio aumenta a atividade das CYPs, a qual também é favorecida por baixas
concentragdes da solugao tampao.

Este efeito das solugbes tampao foi também previamente observado e
reportado na literatura, onde YAMAZAKI et al. (1995)'®? indicaram que a isoforma
CYP3A4 mostrou maior atividade em reagdes de oxidacdo da nifedipina em
presenca da solugdo tampéao fosfato do que em solugdo tampao tris-HCI. Ainda,
MAENPAA et al. (1998)'"® mostrou que a taxa de metabolismo oxidativo do
midazolam em HLMs foi maior em solucdo tampao fosfato do que em solucao
tampao tris-HCI, quando as mesmas concentragdes da solucdo tampdo foram

estudadas.
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FIGURA 3.3 — Percentual de decaimento da concentragdo do montelucaste obtidos através
das reagdes mediadas por CYPs, UGTs e pela combinagdo de ambas vias (CYPs + UGTSs).
(a) Condicao I: para P450s: Solugédo tampéao fosfato de sédio (0,2 mol/L; pH 7,4); para UGTs
e combinado (P450 + UGT): Solugao tampao fosfato de sédio (0,2 mol/L; pH 7,4) contendo
MgCl, (3,4 mmol/L), EDTA (1,15 mmol/L) e sacarolactona (115 umol/L) (adaptado de
KILFORD et al., 2009'"®); (b) Condicdo II: Solugdo tampao tris-HCI (0,1 mol/L; pH 7,4)
contendo MgCl, (5,0 mmol/L) (adaptado de WALSKY et al., 2012%); (c) Condicdo III:
Solugdo tampéao fosfato de sdédio (0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl, (3,3 mmol/L); (d)
Condicao IV: Solucdo tampao fosfato de soédio (0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl, (1,0
mmol/L) e sacarolactona (5,0 mmol/L) (adaptado de FISHER et al., 2000°"). Montelucaste
(0,05 umol/L) foi incubado com HLMs (0,25 mg/mL) nas respectivas condigdes por 90 min a
37°C.

Considerando-se o decaimento do montelucaste via UGTs, a mudanca da
condigao | para a condigdo Il aumentou em 4,0 vezes o percentual de decaimento do
substrato. Este aumento na glucuronidagdo do montelucaste pode ser devido a
influéncia da presenca do EDTA, sacarolactona e do tipo de solugdo tampao, na

atividade das enzimas UGT. Comparando as condigdes experimentais Ill e 1V,
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ambas envolvendo a solugdo tampao fosfato de sédio (0,1 mol/L) e diferindo pela
presenca de sacarolactona, um inibidor de [3-g|ucuronidase,63 foi observado que os
percentuais de decaimento foram similares com uma diferenca estatisticamente nao
significante (p > 0,05). Adicionalmente, comparando as condi¢des | e lll, as quais se
diferem pela concentragdo da solucdo tampao fosfato de sodio, foi observado que
os percentuais de decaimento do montelucaste via UGTs nao foram estatisticamente
diferentes (p > 0,05) nas concentragcbes avaliadas de solugdo tampao fosfato de
sddio. Deste modo, concluiu-se que o tipo de solugao tampéo foi a variavel de maior
influéncia na atividade das enzimas UGTs relacionadas a glucuronidagdo do
montelucaste, uma vez que a solugdo tampéo tris-HCI (0,1 mol/L) aumentou
significantemente o decaimento da concentracdo do montelucaste. Portanto, a
condigao Il foi a condicdo mais favoravel para a glucuronidagdo do montelucaste e
atividade das UGTs. Este fato também foi observado por BOASE e MINERS
(2002),"" os quais demonstratram que a glucuronidacgdo da zidovudina em solucéo
tampao tris-HCI mostrou maior Vmax quando comparado a solugcdo tampao fosfato.
Adicionalmente, WASLKY et al. (2012)%® demostrou que a solugéo tampao tris-HCI
relativamente a solucdo tampao fosfato aumenta a atividade das enzimas UGT1A4
e UGT1A9 em HLMs e das enzimas recombinantes UGT1A1, UGT1A4, UGT1A9 e
UGT2BY7.

Com intuito de avaliar o efeito da concentracdo de alameticina na
glucuronidagdo do montelucaste, foram realizadas incubagbes ativando os
microssomas com concentragdes de alameticina 0 - 50 yg/mg proteina, utilizando a
condigao Il de incubacgao, a qual foi a condigdo mais favoravel para a glucuronidagéo
do montelucaste (Figura 3.4a). Relativamente as amostras incubadas com
microssomas nao ativados (na auséncia de alameticina), a alameticina aumenta o
percentual do decaimento da concentragdo do montelucaste em 3,7%, 47,7% e
45,3% quando foi utilizado as concentragbes de 10, 25 e 50 pg/mg proteina,
respectivamente. Assim, esses resultados demonstram que a alameticina aumenta a
glucuronidagdo do montelucaste em 3,0 vezes na concentragdo de 25 pg/mg
proteina. Adicionalmente, foi observado que concentragcbes mais elevadas de
alameticina ndo aumentaram a atividade das UGTs nas condi¢gbes de incubagao
avaliada, uma vez que nao foi observado aumento no percentual de decaimento
quando a concentragado de alameticina foi aumentada de 25 para 50 ug/mg proteina.

Portanto, pode-se observar que a alameticina favorece consideravelmente a
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atividade das UGTs envolvidas na glucuronidagao do montelucaste e que este efeito
€ dependente da concentragéo.

Do mesmo modo, FISHER et al. (2000)61 demonstraram que a presenca da
alameticina resulta em um aumento nas velocidades de glucuronidagdo em
comparagdo com microssomas nao tratados. Ainda, WALSKY et al. (2012)°® sugeriu
que a concentracio ideal de alameticina para obter a maxima ativacao € dependente
da concentracido proteica, e indicou que uma maior razdo alameticina/proteina é
requerida para a ativacdo de UGTs em baixas concentracdes proteicas.

O efeito da alameticina na atividade das CYPs também foi avaliado
empregando-se a condicao | (mais favoravel para a atividade das CYPs). Para tanto,
montelucaste foi incubado na auséncia e na presenca de alameticina 50 pg/mg
proteina. Os resultados (Figura 3.4b) mostraram que alameticina ndo tem nenhum
efeito no metabolismo do montelucaste via CYP P450. Esta observacdo esta de
acordo com o relato de FISHER et al. (2000)®!, o qual mostrou que alameticina ndo
afeta significantemente a atividade das CYP3A4/5.

Com relacdo a presenca da sacarolactona no meio de incubagdo, nao foi
observado nenhuma influéncia no decaimento da concentragdo do montelucaste via
UGTs. O que esta de acordo com relatos na literatura indicando o efeito inibitério
(por exemplo, UGT1A4 e UGT1A9) ou beneficios limitados da presenga da
sacarolactona na atividade das UGTs.®®%318 Em contraste, a presenca da
sacarolactona reduziu a atividade das CYP P450 em relacdo ao metabolismo do
montelucaste. A sacarolactona € um inibidor da B-glucuronidase e é frequentemente
adicionada a misturas reacionais de glucuronidagdo para minimizar a hidrolise dos
glucuronideos pelas B-glucuronidases enddgenas.’®®® A sacarolactona tende a
diminuir o pH do meio de incubacdo, o que pode potencialmente alterar a atividade
de UGTs e CYP P450s. Assim, a menos que exista evidéncia de que a fonte de
enzimas possui atividade B-glucuronidase, o que comumente resulta na degradacgéo
dos glucuronideos de interesse, a inclusdo da sacarolactona no meio de incubagéo é

dispensavel.®’
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FIGURA 3.4 — Efeitos da concentragdo de alameticina no percentual de decaimento da
concentracdo do montelucaste. (a) via glucuronidagcdo. Montelucaste (0,05 pmol/L) foi
incubado na presenca de HLMs ativado (0,025 mg/mL) com alameticina (0 - 50 pg/mg
proteina), solugado tampao tris-HCI (0,1 mol/L, pH 7,4) contendo MgCl; (5,0 mmol/L) e do
cofator UDPGA (5,0 mmol/L) (volume total de 250 uL) por 90 min a 37 C. (b) via CYP P450.
Montelucaste (0,05 umol/L) foi incubado na presenca de HLMs ativado (0,025 mg/mL) com
alameticina (0 e 50 pg/mg proteina), da solugao tampao fosfato de sédio (0,2 mol/L; pH 7,4)
e do sistema gerador de NADPH (volume total de 250 uL) por 90 min a 37 C.

As condicoes Il e lll demostraram ser as condicbes de incubacdo mais
favoraveis para as reacdes catalisadas por UGTs e P450s, respectivamente. No
entanto, nao foi encontrado no presente estudo uma condigdo de incubacao 6tima
para as enzimas UGTs e P450s simultaneamente. Em relacdo a abordagem de
cofatores combinados foi observado um decaimento da concentracdo do
montelucaste similar e estatisticamente nao diferente (p > 0,05) nas quatro
condi¢gdes avaliadas, o que pode ser justificado pelo fato de que a condi¢cdo que
favorece a glucuronidagdo do montelucaste desfavorece o metabolismo oxidativo e
vice-versa. O mecanismo do efeito ou impacto da solucdo tampdo nao é
completamente claro, embora alguns estudos indiqguem que este efeito € substrato
dependente e também é relativo a principal enzima envolvida na reagao metabdlica
especifica, 3233184

A abordagem de cofatores combinados (UGT +P450) tem sido indicada como
uma alternativa para estimar o clearance in vitro total e a contribuicdo individual da
via metabdlica, UGTs e P450s, no clearance in vitro total.’'">'®" Entretanto, esta

metodologia pode gerar resultados erréneos, devido as diferentes influéncias das
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condicbes de incubacdo na atividade dessas enzimas. No presente estudo
observou-se que o tipo da solugdo tampao (fosfato de sédio ou tris-HCI) foi a
variavel de maior influéncia na atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do
montelucaste e, portanto, que as solugdes tampao fosfato de sodio e tris-HCI
mostraram ser os mais adequados para alcancar a maxima atividade catalitica das
CYPs e UGTs, respectivamente.

Segundo KILFORD et al. (2009)'"® o clearance intrinseco total utilizando-se os
cofatores combinados é comparavel a soma dos Cly individuais das UGTs e P450s.
No entanto, este efeito ndo foi observado para o decaimento da concentragdo do
montelucaste, pois a condicdo de incubacao utilizada favoreceu majoritariamente
uma das vias metabdlicas, onde o percentual de decaimento via cofatores
combinados foi aproximadamente o do percentual de decaimento da via metabdlica

favorecida pela condicdo de incubacdo. KILFORD et al. (2009)'"

reportou também
que os farmacos naloxona, raloxifeno e zidovudina mostratram ser metabolilizados
via P450 e UGTs. No entanto, de acordo com estudos sistematicos e especificos de
metabolismo, estes farmacos alvos sdo metabolizados unicamente via reacdes de
glucuronidacao.'®*'® Esta divergéncia entre os estudos de KILFORD et al. (2009) e
a literatura pode ser devido ao uso de condi¢gdes inapropriadas de incubagao para o
estudo destes farmacos. Adicionalmente, nos estudos de KILFORD et al. (2009) foi
utilizada solugao tampéao fosfato nos ensaios de incubacéo, o que de acordo com o
presente estudo e outros relatos na literatura'’®'®? favorece a atividade das P450s, e
pode explicar o decaimento da naloxona, raloxifeno e zidovudina via CYP P450s.

Deste modo, os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o0 uso
da abordagem de cofatores combinados para estimar o clearance total ou a
contribuicdo individual da via metabdlica no clearance total de um farmaco deve ser
cuidadosamente aplicada, pois a escolha da solugdo tampdo e a presencga de
outros constituintes do meio de incubagdo (n&o avaliados no presente estudo)
podem gerar resultados errbneos. Consequentemente, a abordagem de cofatores
combinados demonstrou ndo ser apropriada para avaliar a contribuicdo das vias
metabdlicas, P450s e UGTSs, no clearance intrinseco total do montelucaste.

Assim, para alcancar a proposta de estimar e avaliar a contribuicdo das vias
metabdlicas, P450s e UGTs, no clearance intrinseco total do montelucaste, foi

utiizada a abordagem convencional de determinacdo dos parametros cinéticos
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através do monitoramento da velocidade de formacdo dos metabdlitos em uma

curva de concentrag&o-resposta.

3.3.2. Metabolismo in vitro do montelucaste via CYP P450s

Com intuito de reavaliar as CYP especificas envolvidas no metabolismo
oxidativo do montelucaste, estudos de fenotipagem enzimatica foram realizados
utilizando as condi¢gdes de incubacao anteriormente otimizadas.

Inicialmente, foi conduzido o desenvolvimento analitico por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) para a
analise de montelucaste e seus hidroxi-metabodlitos em fragbes microssomais.
Durante o desenvolvimento das condigbes cromatograficas diferentes composicoes
de fase mével foram avaliadas para otimizar a separacido analitica em uma coluna
Luna C18 (100 mm x 2,0 mm id; 3 yum, Phenomenex), incluindo o uso de metanol e
acetonitrila como modificador organico e agua acidificada com acido férmico,
solugéo tampao formiato de amoénio (5,0 e 10 mmol/L) ou solugdo tampéao acetato de
amoénio (5,0 e 10 mmol/L) em diferentes valores de pH, como fase aquosa. Dentre
as condi¢cdes avaliadas, a melhor condicdo para a analise cromatografica dos
compostos de interesse foi alcangcada fazendo-se uso de acetonitrila e agua
acidificada (0,1% de acido férmico), a qual resultou em um tempo total de anélise de
5 min. As condi¢des cromatograficas otimizadas estao descritas no item 3.2.2.

Nas analises exploratorias iniciais do metabolismo oxidativo do montelucaste
foi possivel observar a formagado dos metabdlitos montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste, 21(S)-OH montelucaste, 25-OH montelucaste e montelucaste
sulféxido. O metabdlito a-hidroxi-montelucaste ndo pode ser monitorado pelo método
de LC-MS/MS adotado devido a sua baixa sensibilidade para este composto. A
Figura 3.5 ilustra o perfil cromatografico obtido por LC-MS para o montelucaste e
seus hidroxi-metabalitos.

Como reportado previamente (FILPPULA et al., 2011)' o metabdlito
montelucaste sulféxido estava presente como um contaminante no padrao analitico
do montelucaste, dificultando a quantificacdo exata deste metabdlito e,
consequentemente, impossibilitando identificar precisamente as CYPs responsaveis

pela sua formacao.

77



8,0e4), Montelucaste
7,5¢e4

7,0e4

6,5¢4

6,0e4

5,5¢4
5,0ed
4,5¢4

Intensity, cps

4,0e4 2
— w
3,504 % 3 8
[y @ T 3
3,04 @ § o 2
S 8 % &
2,54 2 T g £
£ 28 %
2,004 Nevirapina) E r 2 9 ‘ll
1,504 \ - 9 E £ \
7 b ‘
1,0e4 \ Q == « \
5000,0 l\ b ‘1 l / \
00 ;J \\\ l’ - ,/'_!;;F‘\\\\ e Jl \\ -
' 05 1,0 15 2,0 25 3,0 35 4,0 45 5,0 55
Time. min

FIGURA 3.5 — Cromatograma representativo do perfil de separagao obtido por LC-MS/MS
no modo SRM para montelucaste e seus hidroxi-metabdlitos provenientes da incubagao de
montelucaste (1,0 umol/L) em solucdo tampao fosfato de sddio (0,2 mol/L; pH 7,4), HLMs
(0,25 mg/mL) e sistema regenerador de NADPH por 30 min a 37 'C. Coluna Luna C18 (100 x
2,0 mm; 3 um); fase moével: acetonitrila/agua acidificada (0,1% de acido férmico) 85:15 (v/v);
vazdo de 0,2 mL/min e volume de injecdo de 10 uL. As transi¢des monitoradas estéo

descritas na Tabela 3.1.

3.3.2.1. Determinacao da linearidade de formagao dos hidroxi-metabdlitos do

montelucaste

Os experimentos exploratérios demonstraram que a formacado dos hidroxi-
metabdlitos do montelucaste foi dependente do tempo de incubagao, concentracao
proteica, concentragdo do montelucaste e da presenca do sistema gerador de
NADPH. As condicdes de linearidade para a formacdo dos hidroxi-metabdlitos
provenientes da incubagdo do montelucaste foram estabelecidas como 30 min e
0,25 mg/mL em relagcdo ao tempo de incubagdo e concentragdo proteica,
respectivamente. Esses valores foram determinados através de valores em uma
regiao linear das curvas de tempo de incubacéo e concentragdo proteica versus
formacgao dos metabdlitos, a qual também resultou em uma boa sensibilidade para
todos os metabdlitos nas condigdes de analise por LC-MS/MS adotadas.
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As condicbes de linearidade sao aplicadas aos experimentos de fenotipagem
e experimentos de concentragdo-resposta, para obtencdo dos parametros cinéticos;
de modo a garantir: i) a formagao linear dos metabdlitos em relagdo ao tempo; ii)
atividade maxima das enzimas, a qual diminui ao longo do tempo na presenga do
meio reacional; e iii) a concentragdo enzimatica adequada nos ensaios, evitando que
outros processos, como ligagdes inespecificas, ndo alterem o perfil de saturagédo das
enzimas e, assim, os parametros cinéticos. A Figura 3.6 ilustra os resultados obtidos
para os ensaios de determinacgao de linearidade de formagao dos hidroxi-metabdlitos

do montelucaste.
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FIGURA 3.6 — Graficos representativos da linearidade de formacgéo dos hidroxi-metabdlitos
do montelucaste. (a) Curva de tempo de incubacgao x formacédo de metabdlito. Montelucaste
(1,0 umol/L) foi incubado em solugao tampao fosfato de sédio (0,2 mol/L; pH 7,4), HLMs
(0,25 mg/mL) e sistema regenerador de NADPH a 37 'C. A reacgéao foi terminada em 0, 5, 10,
15, 30, 45, 60 e 90 min de incubacao. (b) Curva de concentracdo proteica x formagao de
metabdlito. Montelucaste (1,0 umol/L) foi incubado em solugao tampéao fosfato de sédio (0,2
mol/L; pH 7,4), HLMs (0,0 — 1,0 mg/mL) e sistema regenerador de NADPH por 30 min a
37C.

3.3.2.2. Determinacao dos parametros cinéticos para o metabolismo oxidativo

do montelucaste

As analises cinéticas do metabolismo oxidativo do montelucaste foram
realizadas em duas diferentes preparacoes de HLMs. As taxas de formagao dos
metabdlitos na curva de concentragdo-reposta foram caracterizadas por uma curva

de saturacao hiperbdlica e a cinética foi bem descrita pela equagao de Michaelis-
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Menten. Os perfis cinéticos do metabolismo do montelucaste para os metabdlitos
montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH
montelucaste em ambas as prepara¢des de HLMs estao ilustrados na Figura 3.7. A
Tabela 3.3 resume os pardmetros cinéticos obtidos para os quatro hidroxi-

metabodlitos do montelucaste.
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FIGURA 3.7 — Perfil cinético representativo do metabolismo do montelucaste em dois HLMs.
Concentragoes crescentes de montelucaste (0-15 pymol/L) foram incubadas com HLMs (0,25
mg/mL) e sistema gerador de NADPH por 30 min a 37 C. Cada ponto representa a média de

duplicatas de incubacgoes.

TABELA 3.3 - Parametros cinéticos para a formagdo do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste a partir do metabolismo

oxidativo do montelucaste em dois HLMs

HLM (HH837) HLM (23418)
Metabolitos Vmax K Clint Vmax Kmn Clint
Montelucaste 1,2 diol 6,21 0,28 22,27 6,06 0,35 17,02
21(R)-OH montelucaste 4,58 2,49 1,84 2,77 1,46 1,89
21(S)-OH montelucaste 2,04 3,94 0,52 0,74 2,01 0,37
25-OH montelucaste 0,67 0,40 1,68 0,41 0,27 0,37

Os parametros cinéticos para a formagdo dos metabdlitos oxidativos do montelucaste foram
estimados através da equagao de Michaelis-Menten.
Vmax: pmol/mim/mg proteina; K, : umol/L; Cliy:: uL/min/mg proteina

Baseando-se nos valores obtidos para o Cliy in vitro total, calculado através
da soma do Cli,; de todos os hidroxi-metabdlitos e considerando os valores médios
dos dois HLMs utilizados, o Cl;y referente a formacdo do montelucaste 1,2 diol
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representa 83,5% do Cli, total do metabolismo oxidativo do montelucaste. Os
metabdlitos 21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste
representam 16,5% do Cli, total, o que sugere que o metabdlito montelucaste 1,2
diol € o metabdlito majoritario. Entre os metabdlitos minoritarios, o 21(R)-OH
montelucaste representa o segundo maior percentual do Cliy total (7,9%), seguido
pelo 25-OH montelucaste (6,7%) e 21(S)-OH montelucaste (1,9%). Estes resultados

168,169,171 e in Vivo171

estdo de acordo com outros estudos in vitro reportados na
literatura. No entanto, ainda de acordo com a literatura, montelucaste 1,2 diol sofre
metabolismo secundario levando a formacado do acido dicarboxilico montelucaste
(M4) in vivo™®"? e in vitro.'® Assim, como os nossos experimentos nado incluem o
metabolismo secundario, podemos esperar que a contribuicdo do montelucaste 1,2
diol no Cliy total do metabolismo oxidativo do montelucaste seja ligeiramente menor
que 83,5%.

Antes do advento das modernas tecnologias computacionais, a linearizagao
da equacao de Michaelis-Menten foi bastante utilizada nos estudos de metabolismo
de farmacos para estimativa dos parametros Vmax € Kn, por exemplo, pelo grafico de
Eadie-Hofstee, o qual relaciona velocidade de formagao dos metabdlitos versus a
razao velocidade/concentragdo do substrato (v/[S]). Nesta transformacdo a
inclinacdo da reta e o intercepto no eixo y correspondem ao - Ky € Vmax,
respectivamente. Atualmente com a disponibilidade de inumeros softwares, as
analises de regressao nao linear sao recomendadas para se obter os parametros
cinéticos. No entanto, a linearizagdo dos dados também é util para avaliar a
tendéncia dos dados e, assim, inferir a participacdo de multiplas enzimas na catalise
de uma mesma reagdo enzimatica. Entretanto, a interpretacdo dos graficos de
Eadie-Hofstee nao é trivial, uma vez que as curvas obtidas usualmente ndo sdo bem
definidas.'®

Nesse trabalho, os graficos de Eadie-Hofstee foram obtidos para o
montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH
montelucaste a partir do metabolismo oxidativo do montelucaste em dois HLMs e
estes estdo ilustrados na Figura 3.8. Através dos resultados pode-se observar uma
relagao linear entre a velocidade de formacgao e a razao velocidade/concentracédo de
montelucaste, indicando a auséncia de cooperatividade entre enzimas e o
envolvimento de apenas uma enzima na formacado destes metabdlitos ou mais de

uma enzima com afinidades similares.
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FIGURA 3.8 — Graficos de Eadie-Hofstee para o metabolismo oxidativo do montelucaste em

dois HLMs.
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3.3.2.3. Analises de correlagao em HLMs

Os resultados de correlagao entre a velocidade de formagao do montelucaste
1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste a
partir do metabolismo do montelucaste (1,0 ymol/L) e as atividades de diferentes
isoformas de P450s e conteudo total de P450s em 14 HLMs estdo resumidas na

Tabela 3.4 e ilustradas na Figura 3.9.
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FIGURA 3.9 — Velocidade de formagdo do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste,
21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste em um painel de 14 HLMs caracterizados.
Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado com HLMs (0,25 mg/mL), solu¢do tampéo fosfato de

sédio (0,2 mol/L; pH 7,4) e sistema gerador de NADPH por 30 min a 37 C.

A velocidade de formacdo do montelucaste 1,2 diol correlacionou-se
significativamente (p<0,05) com a atividade da CYP2C8, CYP2C19, CYP3A4 e
CYP4A11. As velocidades de formacao dos metabdlitos 21(R)-OH montelucaste e
21(S)-OH montelucaste mostraram correlagcdo com a atividade da CYP2A6,
CYP2B6, CYP2C19 e CYP3A4. Ja a velocidade de formagdo do 25-OH
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montelucaste correlacionou-se significativamente com a atividade da CYP2AG6,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C19, CYP3A4 e CYP4A11. Como observado na Tabela 3.4
todos os metabdlitos mostraram uma boa correlagdo com a atividade da CYP2C19 (r
> 0,81 e p<0,0004) e CYP3A4 (r > 0,68 e p < 0,007). A correlagao entre os hidroxi-
metabdlitos do montelucaste (exceto 25-OH montelucaste) com as demais enzimas,
incluindo as P450s totais, n&o foi significativa (r < 0,5; p > 0,05).

As velocidades médias de formacédo + S.D. (pmol/mim/mg proteina) do
montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH
montelucaste a partir do metabolismo oxidativo do montelucaste em uma painel de
14 HLMs (Figura 3.9) foram 7,86 + 2,62 (faixa de 2,03 — 12,6), 1,48 + 1,016 (faixa de
0,276 — 3,71), 0,456 + 0,309 (faixa de 0,106 — 1,12), 0,3294 + 0.117 (faixa de
0,0875 — 0,513), respectivamente.

TABELA 3.4 - Correlagéo da velocidade de formacdo do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste a partir do metabolismo do
montelucaste (1,0 umol/L) com as atividades de diferentes isoformas de P450s e conteudo
total de P450s em 14 HLMs

Montelucaste 21(R)-OH 21(S)-OH 25-OH
1,2 diol montelucaste montelucaste montelucaste
P450s r p r p r p r p
Total P450 0,47 0,091 0,46 0,094 0,46 0,094 0,65 0,012

Citocromo c 0,02 0,935 0,18 0,542 0,15 0,604 0,06 0,852
Citocromo b5 -0,09 0,770 -0,23 0,430 -0,24 0,403 -0,28 0,336

CYP1A2 0,21 0,473  -0,01 0970 -0,08 0,794 0,15 0,604
CYP2A6 0,30 0,302 0,84 0,0002 0,78 0,001 0,68 0,008
CYP2B6 0,48 0,080 0,61 0,020 0,59 0,027 0,65 0,012
CYP2C8 0,63 0,016 0,33 0,246 0,33 0,253 0,60 0,025
CYP2C9 0,37 0,190 0,17 0,562 0,15 0,609 0,30 0,291
CYP2C19 0,82 0,0004 0,84 0,0002 0,84 0,00010 0,94 <0,0001
CYP2D6 0,34 0,239 0,28 0,337 0,35 0,220 0,32 0,259
CYP2E1 0,50 0,066 0,05 0,863 0,01 0976 0,27 0,357
CYP3A4 0,68 0,007 0,85  0,0001 0,81 0,0004 0,78 0,001
CYP4A11 0,81 0,0004 0,29 0,323 0,33 0,253 0,61 0,020
FMO 0,12 0,689 -007 0815 -0,04 0,886 0,06 0,839

Os dados foram analisados utilizando o teste de Spearman (r). p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Quanto mais proximo de 1 o valor de r, mais significativo é a correlagéo.
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Os resultados a partir das analises de correlagcdo mostrou o envolvimento de
muitas isoformas de CYPs no metabolismo oxidativo do montelucaste e néao
forneceu informagdes muito claras sobre as principais enzimas envolvidas que
catalisam a formacao dos hidroxi-metabdlitos. Isto provavelmente é resultado do uso
dos pools de HLMs, o que pode ter mascarado a variabilidade interindividual da
atividade biol6gica das isoformas de CYPs. Assim, outras abordagens de estudos de

fenotipagem foram realizadas para obter informagdes mais precisas.

3.3.2.4. Metabolismo do montelucaste em isoformas de CYPs

As velocidades de formagdo (pmol metabdlito/min/pmol P450) do
montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH
montelucaste a partir do metabolismo oxidativo do montelucaste (1,0 umol/L) em um
painel de 10 isoformas expressas de CYPs estdo ilustradas na Figura 3.10. As
isoformas que mostraram maior contribuicdo para a velocidade de formagao dos
metabdlitos oxidativos do montelucaste foram as CYP2C8, CYP2C9, CYP3A4 e
CYP3AS.

As maiores velocidades de formacdo do montelucaste 1,2 diol foram
catalisadas pela CYP2C8 e CYP2C9, com a velocidade de formagdo em CYP2C9
mostrando-se 5,6 vezes maior do que em CYP2CS8. Estes dados sao parcialmente
consistentes com as analises de correlaggo em HLMs, a qual ndo mostrou
correlagao significativa entre a velocidade de formacao do montelucaste 1,2 diol e a
atividade da CYP2C9, e correlagéo significativa com a atividade das isoformas
CYP2C8, CYP2C19, CYP3A4 e CYP4A11.

As isoformas CYP3A4 e CYP3AS5 foram as enzimas que mostraram a maior
velocidade de formagao para os metabdlitos 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH
montelucaste, com a velocidade de formagao em CYP3A4 de 8,1 e 5,9 vezes maior
que a velocidade de formacdo quando em CYP3A5, respectivamente. Estes dados
estao parcialmente de acordo com as analises de correlacdo em HLMs, uma vez
que a formacgado dos metabdlitos 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste
correlacionou-se significativamente com atividade da CYP3A4, mas a formacéao
destes metabdlitos ndo foi observada em CYP2A6, CYP2B6 e CYP2C19.
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FIGURA 3.10 - Velocidade de formacido do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste,
21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste em um painel de 10 isoformas expressas de
CYPs. Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado com cada isoforma de CYP (20 pmol) na
presenca da solucao tampéo fosfato de sédio (0,2 moL/L; pH 7,4) e sistema regenerador de
NADPH por 37 C.

A formacado do 25-OH montelucaste foi observada em CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19 e CYP3A4, mas com a maior contribuicdo das isoformas CYP2C8 e
CYP2C9. A velocidade de formagao do 25-OH montelucaste em CYP2C9 foi 4,4
vezes maior que em CYP2C8. Como observado para o metabdlito montelucaste 1,2
diol, estes resultados ndo sdo totalmente consistentes com as analises de
correlacdo em HLMs, as quais mostraram uma correlagdo nao significante da
velocidade de formacdo com a atividade da CYP2C9 e uma correlagéo significante
com a atividade das CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C19, CYP3A4 e CYP4A11.

Apesar da contaminacdo com montelucaste sulféxido do padrao do
montelucaste, nas analises utilizando o painel de isoformas expressas de CYPs foi
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possivel identificar qualitativamente que a CYP3A4 foi claramente a principal enzima
responsavel pela formacdo do montelucaste sulféxido (Figura 3.11), o que esta de

acordo com estudos prévios de metabolismo do montelucaste.'”"

Montelucaste sulfoxido
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FIGURA 3.11 - Velocidade de formagcdo do montelucaste sulfoxido em um painel de 10
isoformas expressas de CYPs. Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado com cada isoforma
de CYP (20 pmol) na presenca da solucdo tampao fosfato de sodio (0,2 molL/L; pH 7,4) e
sistema regenerador de NADPH por 37 C.

As velocidades de formacdo (pmol metabdlito/min/pmol P450) dos
metabdlitos oxidativos do montelucaste também foram avaliadas a partir do
metabolismo do montelucaste (0,02 pmol/L) em um painel de 10 isoformas
expressas de CYPs e estdo ilustradas na Figura 3.12. Nesta concentragdo de
montelucaste avaliada, somente as concentragbes de montelucaste 1,2 diol e 21(R)-
OH montelucaste foram determinadas enquanto os outros metabdlitos tiveram as
suas concentragdes abaixo do limite de quantificagdo do método.

Consistentemente com as analises utilizando montelucaste 1,0 ymol/L, a
velocidade de formacdo do montelucaste 1,2 diol foi catalisada pelas CYP2CS8 e
CYP2C9, com a velocidade de formagcdao em CYP2C9 sendo 1,8 vezes maior que
em CYP2C8. A formagdo do metabdlito 21(R)-OH montelucaste foi catalisada
somente pela CYP3A4, indicando o seu envolvimento majoritario na formacao deste

metabdlito.

87



Montelucaste 1,2 diol 21(R)-OH montelucaste

0.0020; 0.0002;
5 5 T
s l s
& 0.00154 & 0.00014
© ©
E E
B8 2
'€ 0.00101 '€ 0.0001
E £
E E
£.0.0005; £.0.0000;
> >

o.0000to——r7—o"r—--1 - 0.0000{to—v—>+—-ovr-—++—-+——-+I+

OGS G S q"-‘vb Q”-‘?? Sl &
ol N R P ol ‘2l
Isoformas de CYPs Isoformas de CYPs

FIGURA 3.12 - Velocidade de formacido do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH montelucaste,
21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste em um painel de 10 isoformas expressas de
CYPs. Montelucaste (0,02 umol/L) foi incubado com cada isoforma de CYP (20 pmol) na
presenca da solugcdo tampao fosfato de sédio (0,2 moL/L; pH 7,4) e sistema regenerador de
NADPH por 30 min a 37 C. Os metabdlitos 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste

ficaram abaixo do limite de quantificagdo nesta concentragao de montelucaste avaliada.

A fim de obter informagdes adicionais sobre as principais enzimas
responsaveis pelo metabolismo oxidativo do montelucaste, analises cinéticas
detalhadas foram realizadas com as isoformas de CYPs que mostraram maiores
velocidades de formagao dos metabdlitos nos ensaios realizados anteriormente. De
acordo com os painéis de HLMs e CYPs expressas, as isoformas CYP2C8 e
CYP2C9 sao as principais enzimas envolvidas na formagado do montelucaste 1,2 diol
e 25-OH montelucaste, enquanto que a CYP3A4 ¢ a principal enzima envolvida na
formagdo dos metabdlitos 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste. Além
das principais enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo do montelucaste foi
observado nas analises de correlagcdo que a atividade da CYP2C19 mostrou uma
boa correlagédo (r > 0,81 e p < 0,0004) com a formagdo dos quatro hidroxi-
metabdlitos. Adicionalmente, CYP4A11, nunca mencionado na literatura com uma
das CYP P450s envolvidas no metabolismo do montelucaste, mostrou uma boa
correlagdo entre a sua atividade e a velocidade de formacdo do montelucaste 1,2
diol (r = 0,814 e p = 0,0004) e 25-OH montelucaste (r = 0,613 e p = 0,0198). Assim,
CYP4A11 e CYP2C19 foram também incluidos nas analises cinéticas. Embora as
atividades de CYP2A6 e CYP2B6 tenha mostrado uma correlagéo significativa com
a velocidade de formacao dos metabdlitos do montelucaste em HLMs, estas CYPs
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nao foram incluidas nas analises cinéticas, pois estas isoformas mostraram baixa ou
nenhuma velocidade de formagdo dos metabdlitos nas analises utilizando o painel
de CYPs expressas.

Consistentemente com os resultados obtidos em HLMs, as velocidades de
formagao dos hidroxi-metabdlitos na curva de concentragdo-resposta em CYPs
expressas foram caracterizadas por uma curva de saturagao hiperbdlica e a cinética
foi bem descrita pela equagdo de Michaelis-Menten. Os perfis cinéticos do
metabolismo do montelucaste para os metabdlitos montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste em CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e CYP4A11 estao ilustrados na Figura 3.13.
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FIGURA 3.13 - Perfil cinético representativo da formagdo do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-
OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste a partir do metabolismo do
montelucaste utilizando as isoformas expressas CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e
CYP4A11. Concentragbes crescentes de montelucaste (0-15 pmol/L) foram incubadas com
cada isoforma (20 pmol) e sistema gerador de NADPH por 30 min a 37°C. Cada ponto

representa a média de duplicatas de incubagdes.
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Os parametros cinéticos aparentes para os quatro metabdlitos estao
sumarizados na Tabela 3.5. De acordo com os parametros cinéticos as CYP2CS8 e
CYP2C9 sao as principais enzimas responsaveis pela formag¢ao do montelucaste 1,2
diol, pois apresentam os menores valores de K, (0,31 e 0,53 pumol/L,
respectivamente), os quais sdo similares e proximos ao valor observado nos
experimentos utilizando HLMs (média 0,32 ymol/L), indicando que estas mesmas
enzimas possam ser as principais enzimas envolvidas na formagdo do montelucaste
1,2 diol em ensaios utilizando HLMs. O Cli; aparente para a formacdo do
montelucaste 1,2 diol em CYP2C9 foi 1,8 vezes maior do que em CYP2CS8.
Adicionalmente, os graficos de Eadie-Hofstee do montelucaste 1,2 diol sugerem uma
cinética monofasica em HLMs. Estes resultados sugerem que CYP2C8 e CYP2C9
estdo comparavelmente envolvidas na formagdo do montelucaste 1,2 diol, ou seja,
que estas enzimas metabolizam o montelucaste com a mesma afinidade para a
formagao do montelucaste 1,2 diol. As analises cinéticas em CYP2C9 e CYP4A11
para formac&o do montelucaste 1,2 diol ndo foram possiveis, pois ndo foi observada

a formacéao deste metabdlito nas condi¢cdes analiticas utilizadas.

TABELA 3.5 — Pardmetros cinéticos para a formagdo do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste a partir do metabolismo do
montelucaste utilizando as isoformas expressas CYP2C8, CYP2C9 e CYP3A4

CYP2C8 CYP2C9 CYP3A4
Metabdlitos Vmax  Km Clint Vmax  Knm Clint Vmax Km  Clint
Montelucaste 1,2 diol 0,015 0,31 0,05 0,048 0,53 0,091 - - -
21(R)-OH montelucaste - - - - - - 0,011 3,41 0,003
21(S)-OH montelucaste - - - - - - 0,002 3,25 0,0007
25-OH montelucaste 0,002 0,33 0,006 0,005 0,59 0,009 0,002 3,89 0,0006

Os parametros cinéticos para a formagdo dos metabdlitos oxidativos do montelucaste foram
estimados através da equacao de Michaelis-Menten.
Vmax: pmol/mim/pmol proteina; K,: umol/L; Cl,:: uL/min/pmol proteina

As andlises cinéticas para a formacdo dos metabdlitos 21(R)-OH
montelucaste e 21(S)-OH montelucaste mostraram claramente que a CYP3A4 é a
principal enzima que catalisa a formagao destes metabdlitos, com valores de K, de

34 e 3,3 umol/lL e Clix aparente de 0,0031 e 0,0007 pL/min/pmol proteina,
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respectivamente. Estes metabdlitos mostraram valores de Ky, muito similares, mas o
21(R)-OH montelucaste mostrou Cli,x aparente 4,4 vezes maior que o 21(S)-OH
montelucaste, 0 que sugere maior capacidade catalitica da CYP3A4 para a
formagdo do 21(R)-OH montelucaste. Os valores de K, foram proximos aos
observados a partir de analises em HLMs, sendo estes de ~2,0 e 3,0 umol/L,
respectivamente para 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste, sugerindo
que a CYP3A4 possa ser a principal enzima envolvida na formacédo destes
metabolitos em ensaios utilizando HLMs. Como ocorreu para o montelucaste 1,2
diol, as analises cinéticas destes metabdlitos em CYP2C19, a qual mostrou uma boa
correlagdo com a formagcao do 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste,
nao foram possiveis pois ndo foi observada a formagao destes metabdlitos nas
condicdes analiticas utilizadas.

A formagdo do metabdlito 25-OH montelucaste mostrou ser catalisada pela
CYP CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 com valores de K, de 0,33, 0,59, 3,5
e 3,9 umol/L e Cli,; aparente de 0,006, 0,009, 0,0006 e 0,0005 puL/min/pmol proteina,
respectivamente. Com base nestas analises cinéticas podemos sugerir que CYP2C8
e CYP2C9 foram as principais enzimas responsaveis pela formacdo do 25-OH
montelucaste com menor contribuicdo das CYP2C19 e CYP3A4. O valor de K, em
analises utilizando HLMs (0,34 umol/L) foi similar ao obtido pelas CYP2C8 e
CYP2C9, o que sugere que estas enzimas possam ser as principais enzimas

envolvidas na formagao do 25-OH montelucaste em ensaios utilizando HLMs.

3.3.2.5. Inibicao quimica do metabolismo oxidativo do montelucaste

O efeito de inibidores quimicos especificos para as isoformas de CYPs no
metabolismo oxidativo do montelucaste foram testados a fim de obter dados
adicionais e confirmatorios das principais enzimas responsaveis pelo metabolismo.
Como mostrado na Figura 3.14 e na Tabela 3.6, cetoconazol e troleandomicina;
inibidores especificos da CYP3A; inibiram mais que 90,0% da formagdo dos
metabdlitos 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste. Os efeitos destes
inibidores na formacédo do 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste estao
de acordo com as analises de correlagao e ensaios utilizando isoformas expressas
de CYPs e fortemente sugerem que a CYP3A4 é a principal enzima envolvida na
formacado destes metabdlitos. Adicionalmente, pilocarpina, tiotepa e sulfafenazol,
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inibidores especificos da CYP2A6, CYP2B6 e CY2C9, respectivamente, também
mostraram um efeito inibitério em menor extensdo na formagdo do 21(R)-OH
montelucaste e 21(S)-OH montelucaste com uma inibigcdo de cerca de 40,0-50,0%

da velocidade de formacéo.
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FIGURA 3.14 - Inibigdo quimica da formacdao do montelucaste 1,2 diol, 21(R)-OH
montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e 25-OH montelucaste por inibidores seletivos das
isoformas de CYPs em HLMs. Montelucaste (1,0 ymol/L) foi incubado na presenga de
inibidores quimicos, HLMs (0,25 mg/mL), solugcdo tampéo fosfato de sédio (0,2 molL/L; pH
7,4) e sistema regenerador de NADPH por 30 min a 37°C. Os dados de inibicao estao
apresentados como a média + S.D. (h= 2 experimentos independentes em duplicata). As
velocidades de formacao dos hidroxi-metabdlitos do montelucaste durante a incubagdo com
inibidores estdo apresentadas como porcentagem em relagdo a atividade do controle (na

auséncia do inibidor em quadruplicata).
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A quercetina e o sulfafenazol, inibidores especificos da CYP2C8 e CYP2C9,
respectivamente, inibiu a velocidade de formacdo do montelucaste 1,2 diol em
aproximadamente 51,6 e 42,5%, respectivamente. O que esta de acordo com os
ensaios em CYPs expressas, 0s quais indicam que ambas isoformas estao
envolvidas na formagcao do montelucaste 1,2 diol. Adicionalmente, ticlopidina um
inibidor dual da CYP2B6 e CYP2C19 ndo mostrou efeito inibitorio relevante (~8,0%)
na velocidade de formagao do montelucaste 1,2 diol, o que indica que as isoformas
CYP2C8 e CYP2C9 sao as principais enzimas envolvidas na formacdo do

montelucaste 1,2 diol.

TABELA 3.6 — Inibicdo quimica do metabolismo do montelucaste por inibidores seletivos das

isoformas de CYPs em HLMs

Inibidores CYPs 1,2 diol 21(R)-OH  21(S)-OH 25-OH
Auséncia de inibidor Controle 100,0 100,0 100,0 100,0
Pilocarpina CYP2A6 83,2+15,0 64,5+12,6 60,9+9,6 86,5+9,7
Tiotepa CYP2B6 99,7+10,4 56,0+10,0 60,2+9,7 96,9 + 3,8
Quercetina CYP2C8 484+6,7 846+7,7 96,7116 72,7 +£5,2
Sulfafenazol CYP2C9 58458 521+85 52,745 78,0+ 9,4
Ticlopidina CYP2C19 92,0+12,6 103,3+4,0 1072+81 97,9+13,2
Quinidina CYP2D6 98,2+13,4 87,5+14,7 1050+55 101,4+10,1
Troleandomicina CYP3A 99,7+7,4 79124 8,1+28 80,0+ 12,1
Cetoconazol CYP3A 943+7,8 56+0,6 50+0,8 97,5+ 31

Os dados de inibicao estdo apresentados como a média + S.D. (n= 2 experimentos independentes
em duplicata). As velocidades de formacao dos hidroxi-metabdlitos do montelucaste durante a
incubagéo com inibidores estdo apresentadas como porcentagem em relagéo a atividade do controle
(na auséncia do inibidor em quadruplicata).

A velocidade de formacdo do metabdlito 25-OH montelucaste foi inibida
em cerca de 27,0 e 22,0%,

respectivamente, sugerindo que as isoformas CYP2C8 e CYP2C9 sao as principais

principalmente por quercetina e sulfafenazol

enzimas envolvidas na formagéo deste metabdlito. Além disso, efeitos inibitorios de
outros inibidores especificos foram observados, indicando que multiplas enzimas
estao envolvidas na formacéo do 25-OH montelucaste.

Na busca por dados confirmatorios da participacdo da CYP2C9 na formacao

do montelucaste 1,2 diol, montelucaste nas concentra¢des de 1,0 e 0,02 umol/L foi
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incubado com quercetina, sulfafenazol e com ambos inibidores simultaneamente. Os
resultados estéo ilustrados na Figura 3.15. Os resultados obtidos confirmam que a
CYP2C9 bem como a CYP2C8 estdo envolvidas na formagao do montelucaste 1,2
diol, pois a combinagao dos inibidores quercetina e sulfafenazol inibiu a formagao
deste metabdlito em cerca 80,3 e 88,9 % nas concentragdes de 1,0 e 0,02 ymol/L de
montelucaste, respectivamente, o € que consideravelmente maior que o efeito
inibitério individual da quercetina. Entretanto, n&o foi possivel definir qual das
enzimas € majoritariamente responsavel pela formagdo do montelucaste 1,2 diol,
pois 0s ensaios de inibicdo mostraram um maior efeito sobre a CYP2C8 e os
ensaios utilizando CYPs expressas mostraram uma maior velocidade de formacéao
do montelucaste 1,2 diol em CYP2C9.
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FIGURA 3.15 - Inibigdo quimica da formacdo do montelucaste 1,2 diol a partir do
metabolismo do montelucaste (a) 1,0 ymol/L e (b) 0,02 pymol/L. Utilizando como inidores
especificos a quercetina (10 pmol/L), sulfafenazol (25 pmol/L) e ambos inibidores
(quercetina (10 umol/L) + Sulfafenazol (25 pmol/L)). Montelucaste (1,0 e 0,02 ymol/L) foi
incubado na presenca dos inibidores quimicos, HLMs (0,25 mg/mL), solugdo tampao fosfato
de sdédio (0,2 molL/L; pH 7,4) e sistema regenerador de NADPH por 30min a 37C. As
velocidades de formagao dos hidroxi-metabdlitos do montelucaste durante a incubagdo com
inibidores estdo apresentadas como porcentagem em relagdo a atividade do controle (na
auséncia do inibidor em quadruplicata). Os dados de inibicao estdo apresentados como a

media de duplicatas.
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No presente estudo, analises de correlagdo em HLMs, ensaios utilizando
isoformas expressas de CYPs e ensaios de inibicdo quimica foram realizados em
concentragdes terapeuticamente relevantes de montelucaste (1,0 e 0,02 ymol/L) a
fim de identificar as isoformas de CYP P450s envolvidas no metabolismo oxidativo
deste farmaco. Consistentemente, os resultados indicaram que a formacado do
montelucaste 1,2 diol foi catalisada por CYP2C8 e CYP2C9 e que a formacgao dos
metabdlitos 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH montelucaste foi catalisada pela
CYP3A4, enquanto a formagao do 25-OH montelucaste foi catalisada por multiplas
enzimas CYP2C8>2C9>3A4>2C19. Adicionalmente, qualitativamente e baseando-se
nos resultados do painel das isoformas expressas de CYPs, nds sugerimos que a
formacado do montelucaste sulféxido foi principalmente catalisada pela CYP3A4.

De modo geral, o presente estudo concorda amplamente com os estudos in

vitro e in vivo previamente reportados na literatura,’®”""°

que relatam a contribuicéo
da CYP2C9 ou CYP2C8 no montelucaste. No entanto, este é o primeiro trabalho a
demonstrar em concentragdes terapeuticamente relevantes de montelucaste que
ambas isoformas, CYP2C8 e CYP2C9, estdo comparavelmente envolvidas na
formacado do montelucaste 1,2 diol e, portanto, que esta reacdo nao é seletiva para

ser utilizada com um marcador da CYP2CS8.
3.3.3. Metabolismo in vitro do montelucaste via UGTs

Com o objetivo de avaliar a formagao de glucuronideos do montelucaste, as
principais isoformas de UGTs envolvidas na formacdo destes metabdlitos e a
contribuicdo da via de glucuronidagdo na eliminacdo do montelucaste, foram
realizadas incubacdes de montelucaste na presenca de HLMs e do cofator UDPGA.
A glucuronidacao direta do montelucaste foi previamente reportada por BALANI et
al. (1997),"° o qual detectou montelucaste acil-B-D-glucuronideo in vivo como um

metabdlito minoritario, e também por CHIBA et al. (1997),""

0 qual demonstrou in
vitro que a velocidade de formagdo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo é
substancialmente maior que a dos metabdlitos provenientes do metabolismo
oxidativo. No entanto, nenhum estudo adicional foi realizado nestes trabalhos.

Nas analises exploratorias da glucuronidagdo do montelucaste foram
utilizadas as condi¢cbes de incubacdo otimizadas nos estudos de influéncia das

condigdes de incubacdo no metabolismo via CYPs e UGTs (item 3.2.6), e as
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condigdes cromatograficas descritas no item 3.2.2. Apds a incubacdo do
montelucaste com HLMs na presengca do cofator UDPGA, dois potenciais
glucuronideos eluindo em 3,3 e 3,8 min foram observados (Figura 3.16). O
glucuronideo eluindo em 3,8 min corresponde ao montelucaste acil-B-D-
glucuronideo, o qual foi definido com base no padrao analitico, e o glucuronideo
eluindo em 3,3 min trata-se de um metabdlito ndo reportado previamente e foi
denominado M-glucuronideo. O M-glucuronideo apresentou sua forma protonada
[M+H]" m/z 762 e padrédo de fragmentagéo (m/z 762 > 422) idéntico ao montelucaste
acil-B-D-glucuronideo. No entanto, estes metabdlitos possuem diferentes
polaridades e, consequentemente, diferentes tempos de retencdo cromatografica.
De acordo com a estutura quimica do montelucaste dois grupos funcionais estao
suscetiveis a glucuronidagdo direta, sendo um o &cido carboxilico levando a
formagdo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo e o segundo o grupo hidroxila
levando a formacdo de um éter-glucuronideo. Portanto, apesar de serem
necessarias analises por RMN para confirmagdo da estrutura quimica, noés
sugerimos que o M-glucuronideo seja o montelucaste éter-glucuronideo. Nenhum
destes metabdlitos foi observado nos ensaios de controle negativo. A Figura 3.16
ilustra o perfil cromatografico obtido por LC-MS para o montelucaste e seus

glucuronideos.

96



3,0e5h

i Montelucaste
2,8e5- 2ed Montelucaste acil-B-

2604 D-glucuronideo
2,65+ 2nd

2,495 1 2,0e4

2,2€5 |

£

Intensity, cps
|3

2,0e5+

i E

1,8e5 1

1,6e5 60000
40000

1 ;495 ] 20000

— <—M - glucuronideo

1.2e5 W 10 20 30 40 50 (X}
¥

Intensity, cps

1,0e5

8,0e4 1 Nevirapina

6,0e4 |
4,0e4 j

2,0e4 \ f \\
f N\ J A\
\ N
1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0
Time, min

0,0

FIGURA 3.16 — Cromatograma representativo do perfil de separagéo obtido por LC-MS/MS
no modo SRM para montelucaste e seus glucuronideos provenientes da incubagdo de
montelucaste (1,0 pmol/L) em solu¢do tampao tris-HCI (0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl,
(5,0 mmol/L), HLMs (0,25 mg/mL) e cofator UDPGA (5,0 mmol/L) por 30 min a 37 C. coluna
Luna C18 (100 x 2,0 mm; 3 um); fase mével: acetonitrila/agua acidificada (0,1% de &cido
férmico) 82:18 (v/v); vazado de 0,2 mL/min e volume de injecdo de 10 pL. As transicbes

monitoradas estdo descritas na Tabela 3.1.

3.3.3.1. Determinacdao da linearidade de formagcao dos glucuronideos do

montelucaste

Os experimentos exploratérios demonstraram que a formagcdo dos
glucuronideos do montelucaste foi dependente do tempo de incubacéo,
concentracdo proteica, concentracdo do montelucaste e da presenca do cofator
UDPGA. As condicbes de linearidade para a formagdo dos glucuronideos
provenientes da incubagdo do montelucaste foram estabelecidas como 30 min e
0,25 mg/mL em relagcdo ao tempo de incubagdo e concentracdo proteica,
respectivamente. Esses valores foram determinados na regi&o linear das curvas de

tempo de incubagao e concentragéo proteica versus formagao dos glucuronideos, os
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quais também resultaram em uma boa sensibilidade para os dois glucuronideos nas
condigbes de analise por LC-MS/MS adotadas. A Figura 3.17 ilustra os resultados
obtidos para os ensaios de determinacdo de linearidade de formacgao dos

glucuronideos do montelucaste.
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FIGURA 3.17 — Gréaficos representativos da linearidade de formagao dos glucuronideos do
montelucaste. (a) Curva de tempo de incubacao x formacao do glucuronideo. Montelucaste
(1,0 ymol/L) foi incubado em solugao tampao tris-HCI (0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl,
(5,0 mmol/L), HLMs (0,25 mg/mL) e cofator UDPGA (5,0 mmol/L) a 37°C. A reacao foi
terminada em 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 € 90 min de incubagao. (b) Curva de concentragao
proteica x formacao do glucuronideo. Montelucaste (1,0 umol/L) em solugéo tampéao tris-HCI
(0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl, (5,0 mmol/L), HLMs (0,0 — 1,0 mg/mL) e cofator UDPGA
(5,0 mmol/L) por 30 min a 37 C.

3.3.3.2. Determinacdo dos parametros cinéticos para glucuronidagiao do

montelucaste

As andlises cinéticas da glucuronidagdo do montelucaste foram realizadas em
duas diferentes preparacbes de HLMs. As velocidades de formacdo dos
glucuronideos na curva de concentragao-resposta foram caracterizadas por uma
curva de saturacdo hiperbdlica e a cinética foi bem descrita pela equagao de
Michaelis-Menten. Os perfis cinéticos da glucuronidagdo do montelucaste para os
metabdlitos montelucaste acil--D-glucuronideo e M-glucuronideo em ambas as
preparagdes de HLMs estdo ilustrados na Figura 3.18. A Tabela 3.7 resume os

parametros cinéticos obtidos para os dois glucuronideos do montelucaste.
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Baseando-se no Cli; in vitro total para glucuronidacao, calculado através da
soma do Cli; dos dois glucuronideos e considerando os valores médios dos dois
HLMs utilizados, o Cli,; referente a formagcéo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo
representa 88,2% e o M-glucuronideo representa 11,8% do Cliy in vitro total, o que

sugere que o montelucaste acil-B-D-glucuronideo é o glucuronideo majoritario.
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FIGURA 3.18 — Perfil cinético representativo da glucuronidagdo montelucaste em dois
HLMs. Concentracbes crescentes de montelucaste (0-25 pmol/L) foram incubadas com
HLMs (0,25 mg/mL) e cofator UDPGA (5,0 mmol/L) por 30 min a 37°C. Cada ponto

representa a média de duplicatas de incubagdes.

TABELA 3.7- Parametros cinéticos para a formagédo do montelucaste acil-B-D- glucuronideo
e M-glucuronideo a partir da glucuronidagdo do montelucaste utilizando duas preparagdes

de HLMs e a isoforma expressa UGT1A3

acil-B-D-glucuronideo M-glucuronideo
Metabdlitos Vmax Km Clint Vmax Km Clint
HLM (HH837) 207,4 1,72 120,2 14,7 0,71 20,6
HLM (23418) 101,1 0,90 112,5 5,59 0,53 10,5
UGT 1A3 145,1 1,97 73,5 2,86 0,37 7,78

Os parametros cinéticos para a formagdo dos metabdlitos oxidativos do montelucaste foram
estimados através da equagao de Michaelis-Menten.
Vmax: pmol/mim/pmol proteina; K,: umol/L; Cl,:: uyL/min/pmol proteina

Os gréaficos de Eadie-Hofstee para a formagcdo do montelucaste acil-B-D-
glucuronideo e M-glucuronideo a partir da glucuronidagdo do montelucaste em dois

HLMs estdo ilustrados na Figura 3.19, a qual mostra uma relagéo linear entre a
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velocidade de formacdo e a razdo velocidade/concentragdo de montelucaste,
indicando a auséncia de cooperatividade e o envolvimento de apenas uma enzima

na formacao destes metabdlitos ou mais de uma enzima com afinidade similar.
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FIGURA 3.19 — Graficos de Eadie-Hofstee para a glucuronidagdo do montelucaste em duas

preparagdes de HLMs.

Os valores de K, obtidos para o montelucaste acil-B-D-glucuronideo e M-
glucuronideo foram similares (< 2 pmol/L) e 0 Vmax para o montelucaste acil-B-D-
glucuronideo foi muito maior que para o M-glucuronideo, consequentemente, 0 Cliy
in vitro para a formagdo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo foi 7,5 maior que o
Clint para o M-glucuronideo. Considerando a estrutura quimica do montelucaste e a
suposicao de que M-glucuronideo seja correspondente ao montelucaste éter
glucuronideo, esta diferenca no Cliyt pode ser, provavelmente, devido ao maior

impedimento estérico na posi¢cao do grupo hidroxila do que no grupo carboxilico.
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No estudo prévio de glucuronidagao in vitro do montelucaste reportado na
literatura, altos valores de K, para a formacdo do montelucaste acil-B-D-
glucuronideo foram reportados; ~18 e 24 pmol/L em HLMs de adultos e criangas,
respectivamente. Estes valores sdo mais de 9 vezes maiores que o reportado no
presente estudo, no entanto, a comparagdo direta dos parametros cinéticos

' ¢ limitada,

reportados no presente estudo com os reportados na literatura'’
considerando as diferentes faixas de concentracbes de montelucaste utilizadas nos
ensaios de concentragao-resposta; 0-25 ymol/L no presente estudo versus 100-500

pmol/L no estudo reportado na literatura.
3.3.3.3. Metabolismo do montelucaste em isoformas de UGTs

As velocidades de formagédo (pmol metabdlito/min/mg proteina) do
montelucaste acil-B-D-glucuronideo e M-glucuronideo partir da glucuronidagado do
montelucaste (1,0 ymol/L) em um painel de 13 isoformas expressas de UGTs estédo
ilustradas na Figura 3.20. Dentre as 13 isoformas de UGTs avaliadas,
inequivocamente uma unica isoforma mostrou maior contribuicdo para a velocidade
de formacao dos glucuronideos do montelucaste, a UGT1A3. O que esta de acordo
com o observado no grafico Eadie-Hofstee, o qual indicou o envolvimento de apenas
uma enzima na formacido destes metabdlitos. Como observado nos experimentos
utilizando HLMs, a velocidade de formagao do montelucaste acil-B-D-glucuronideo
em UGT1A3 foi muito maior (~10 vezes) que a velocidade de formagdo do M-

glucuronideo.
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FIGURA 3.20 - Velocidade de formacdo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo e M-
glucuronideo em um panel de 13 isoformas expressas de UGTs. Montelucaste (1,0 umol/L)
foi incubado com cada isoforma expressa de UGT (0,025 mg/mL) na presencga de solugao
tampao tris-HCI (0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl, (5,0 mmol/L) e cofator UDPGA (5,0
mmol/L) por 30 min a 37 C.

Andlises cinéticas detalhadas da glucuronidagdo do montelucaste foram
realizadas utilizando a isoformas UGT1A3. As velocidades de formagado dos
glucuronideos na curva de concentragao-resposta em UGT1A3 foram caracterizadas
por uma curva de saturacdo hiperbdlica e a cinética descrita pela equacido de
Michaelis-Menten. Os perfis cinéticos da glucuronidagdo do montelucaste para os
metabdlitos montelucaste acil-B-D-glucuronideo e M-glucuronideo em UGT1A3
estdo ilustrados na Figura 3.21. A Tabela 3.7 resume os paréametros cinéticos
obtidos para os dois glucuronideos do montelucaste em UGT1A3.

Os valores de K, obtidos para montelucaste acil-3-D-glucuronideo e M-
glucuronideo foram ~2,0 e 0,37 ymol/L, respectivamente, os quais foram proximos
aos valores obtidos a partir da glucuronidagdo em HLMs (média de 1,3 e 0,62
pmol/L, respectivamente), sugerindo que esta enzima catalisa a glucuronidacéo do
montelucaste em HLMs. Os valores de Cli,x aparente para a formagado do

montelucaste acil-B-D-glucuronideo em UGT1A3 foi 9,5 vezes maior que para a
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formagao do M-glucuronideo, indicando uma maior capacidade catalitica da isoforma

UGT1A3 para a formagao do montelucaste acil-B-D-glucuronideo.
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FIGURA 3.21 - Perfil cinético representativo da formagdo do montelucaste acil-B-D-
glucuronideo e M-glucuronideo a partir da glucuronidagdo do montelucaste utilizando a
isoforma expressa UGT1A3. Concentragdes crescentes de montelucaste (0-20 pmol/L)
foram incubadas com isoforma expressa de UGT1A3 (0,025 mg/mL) na presenca de
solugao tampao tris-HCI (0,1 mol/L; pH 7,4) contendo MgCl, (5,0 mmol/L) e cofator UDPGA
(5,0 mmol/L) por 30 min a 37C. Cada ponto representa a média de duplicatas de

incubacgodes.

3.3.4. Contribuicao do metabolismo via CYP P450s e UGTs no clearance in

vitro do montelucaste

Comparando os parametros cinéticos para a formacgao dos hidroxi-metabdlitos
do montelucaste com os parametros cinéticos para a formagao dos glucuronideos do
montelucaste, a contribuicdo da via metabdlica catalisada por CYPs parece ser
minoritaria. Embora os valores de K, para as rea¢des de oxidagao e glucuronidagao
sejam comparaveis, maiores valores de V.« €, consequentemente, de Cli para a
formagado de glucuronideos foram observados. A fim de avaliar a contribuicdo das
vias metabdlicas catalisadas por UGTs e CYPs no clearance total do montelucaste,
todos os metabdlitos observados neste estudo a partir do metabolismo de fase | e |l

do montelucaste foram considerados para calcular o Cly; aparente total. Baseando-
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se no Cj, total observou-se que a glucuronidacdo do montelucaste representa
84,8% do Clit aparente total do montelucaste e que o metabolismo oxidativo
representa 15,2 %. Este resultado sugere que a glucuronidagdo € a principal via
responsavel pela eliminacdo do montelucaste (Figura 3.22). Estes dados estédo de
acordo com os relatados de CHIBA et al. (1997),""" embora seus dados nado foram
discutidos no contexto de contribuigdo do metabolismo oxidativo versus
glucuronidagdo no metabolismo do montelucaste. Contrariamente, BALANI et al.
(1997)"° quantificou montelucaste e seus metabolitos em bile humana e relatou o
montelucaste acil-B-D-glucuronideo como metabdlito minoritario. O que pode ser
proveniente da baixa estabilidade de glucuronideos, particularmente em condigbes
de pH neutro e levemente alcalino, o qual pode sofrer hidrélise tanto na bile (pH 8,0-
8,5) ou durante o preparo de amostras.'®'® Deste modo, o presente estudo indica
que a glucuronidagao € o principal mecanismo de eliminagdo do montelucaste e que
oxidacdo € a rota metabdlica minoritaria. A Figura 3.23 apresenta uma proposta das
rotas metabdlicas do montelucaste via CYPs e UGTs e das enzimas especificas

envolvidas, baseando-se nos dados do presente estudo e em dados da literatura.
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FIGURA 3.22 — Contribuicao dos metabdlitos do montelucaste; montelucaste 1,2 diol (M6),
21(R)-OH montelucaste (M5a), 21(S)-OH montelucaste (M5b), 25-OH montelucaste (M3),
montelucaste acil-B-D-glucuronideo (M1) e M-glucuronideo (M-gluc); no Cli in vitro
aparente. Média: representa a média de duplicatas de incubagbes em duas preparacgdes de
HLMs (Cli,: yL/min/mg protein). % Cliy; total: contribuicdo de cada metabdlito (%) no Cli

aparente total do monteculaste (via CYPs e UGTSs).
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FIGURA 3.23 — Representagdo esquematica das rotas metabdlicas do montelucaste via

CYPs e UGTs e das enzimas especificas envolvidas. Proposta baseada nos dados do

presente estudo e em dados da literatura.®® 7%’

Os resultados obtidos no presente estudo estdo parcialmente de acordo com
os estudos de metabolismo de montelucaste previamente descritos na literatura.
Inicialmente, CHIBA et al. (1997)""" relataram que a formacdo dos metabdlitos
21(R)-OH montelucaste, 21(S)-OH montelucaste e montelucaste sulfoxido é
catalisada pela CYP3A4 e que a formagao do metabdlito montelucaste 1,2 diol é
exclusivamente catalisada pela CYP2C9. Entretanto, este estudo foi realizado em
concentragdes relativamente elevadas de montelucaste (100 — 500 pmol/L), o que
possivelmente mascarou o envolvimento da CYP2C8 na formagao do montelucaste
1,2 diol. Outros relatos na literatura evidenciam o envolvimento majoritario da
CYPC8 no metabolismo in vitro do montelucaste, particularmente na catalise da
formacao do montelucaste 1,2 diol e do metabolismo secundario para a formagao do

acido dicarboxilico montelucaste.’® ' No entanto, os dados apresentados nestas
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publicagcbes nao excluem a possibilidade da participacdo de outras enzimas no
metabolismo do montelucaste. Adicionalmente, ao contrario do presente estudo, os
estudos ja reportados por outros autores foram realizados utilizando isoformas de
CYPs co-expressas com citocromo b5 para obtengdao dos dados de decaimento e
parametros cinéticos. Considerando o efeito do citocromo b5 na eficiéncia catalitica
de muitas CYPs, a extrapolagcao dos dados obtidos neste sistema para HLMs e in
vivo pode ser limitada. Isto ocorre, pois a presenca do citocromo b5 pode inibir,
estimular ou n&o afetar a atividade catalitica das CYPs, sendo este efeito
dependente do substrato e das CYPs envolvidas nas reacdes metabdlicas. %
Além dos estudos in vitro, estudos in vivo sugerem que a CYP2C8 é uma
enzima importante na eliminagdo do montelucaste in vivo devido ao aumento de 4,3
vezes na exposicao sistémica ao montelucaste e diminuicdo na formagdo do
montelucaste 1,2 diol ocasionada pela co-adiministragdo com gemfibrozil, o qual é
um potente inibidor in vivo e in vitro da CYP2C8."%"'"% Assim, os autores concluiram
que a CYP2C8 é a enzima dominante no metabolismo do montelucaste em
humanos, sendo responsavel por 80% do clearance, o que levou os autores a
recomendar o montelucaste como um marcador seletivo da atividade da CYP2C8 in
vivo. No entanto, sabendo que gemfibrozil € um inibidor de varias outras enzimas
metabélicaSB4,65,164,166,194
CYP2C8/CYP2C9/CY3A4, UGT1A3 (dado do presente trabalho) e para o

transportador OATP2B1,'® ¢ possivel que o efeito inibitério do gemfibrozil no

e considerando que o montelucaste € substrato para

metabolismo in vivo do montelucaste possa ser mediado em parte por outras vias
além da inibicdo da CYP2C8. Esta hipotese é suportada por diversos estudos, por
exemplo, gemfibrozil tem sido descrito como um inibidor da glucuronidagdo via
UGT1A1/UGT1A3 da repaglidina (in vitro) e sinvastatina (in vivo/in vitro).**®° Ainda,
SHITARA et al. (2004)'® e NOE et al. (2007)"® relatam interacdes medicamentosas
envolvendo gemfibrozil e estatinas, devido ao efeito inibitério do gemfibrozil sobre as
proteinas transportadoras OATP1B1, OATP2B1 e OATP2B3. Deste modo, a
suposicao de que a interacdo gemfibrozil-montelucaste € mediada principalmente
pela CYP2C8 requer uma adicional validacdo usando outras abordagens, como por
exemplo, o uso de outros inibidores seletivos da CYP2C8. Os resultados do
presente trabalho sugerem que o montelucaste ndo é um marcador seletivo para a
CYP2C8, pois a formacdo do metabdlito montelucaste 1,2 diol é catalisada

comparavelmente pela CYP2C8 e CYPC9. Além disso, a formacado do montelucaste
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acil-B-D-glucuronideo catalisada exclusivamente pela UGT1A3 foi observada como
sendo a principal rota de eliminagdo do montelucaste, o que viabiliza o uso do

montelucaste como um marcador seletivo da UGT1A3 in vivo e in vitro.

3.4. Conclusoes

No presente estudo a caracterizagao detalhada e sistematica do metabolismo
do montelucaste foi realizada, resultando em uma nova visdo sobre as rotas
metabdlicas envolvidas na eliminacdo do montelucaste. Foi demonstrado que: 1) o
metabolismo do montelucaste € influenciado pelo tipo de solugdo tampéo e que o
metabolismo oxidativo e a glucuronidagdo do montelucaste sdo favorecidos pelas
solugbes tampao fosfato de sodio e tris-HCI, respectivamente; 2) os ensaios
utiizando cofatores combinados (P450s +UGTs) ndao sao uma abordagem
apropriada para avaliar a contribuicdo das vias metabdlicas catalisadas por UGTs e
CYPs no metabolismo do montelucaste; 3) montelucaste 1,2 foi o principal
metabdlito oxidativo e representa 83,5% do Cliyx in vitro oxidativo total; 4)
apresentamos a primeira evidéncia de que embora a CYP28 esteja envolvida na
formagdo do montelucaste 1,2 diol, a isoforma CYP2C9 esta igualmente envolvida
em concentragdes terapeuticamente relevantes de montelucaste; 5) CYP3A4 foi
responsavel pela formagdo dos metabolitos 21(R)-OH montelucaste e 21(S)-OH
montelucaste, enquanto multiplas CYPs catalisam a formacédo do metabolito 25-OH
montelucaste (CYP2C8>2C9>3A4>2C19); 6) a glucuronidacdo direta do
montelucaste resulta na formagdo do montelucaste acil-B-D-glucuronideo e de um
novo metabdlito (M-glucuronideo) nédo reportado previamente, que parece ser
consistente com o montelucaste éter glucuronideo; 7) a isoforma UGT1A3 catalisa
exclusivamente a glucuronidagdo do montelucaste; 8) a comparagao do Cli in vitro
em HLMs considerando o Cliy in vitro aparente total (CYPs +UGTs) sugere que a
glucuronidagdo € o principal mecanismo de eliminagdo do montelucaste,
representando ~85% do Cliy in vitro e que a oxidagao via CYPs € o mecanismo
minoritario representando somente ~15% do Cliy; in vitro, no entanto adicionais
estudos clinicos para avaliar a contribuicdo da isoforma UGT1A3 no metabolismo in
vivo do montelucaste sdao necessarios; 9) considerando a falta de marcadores
seletivos para a UGT1A3, montelucaste pode ser utilizado como um marcador

seletivo da UGT1A3 in vivo e in vitro e 10) a suposicdo de que o principal
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mecanismo de eliminagdo do montelucaste é a formagao do montelucaste 1,2 diol e
de que estad reacdo € seletivamente catalisada pela CYP2C8 é questionavel.
Portanto, o uso do montelucaste como marcador seletivo da CYP2C8 pode ser
severamente comprometido, devido ao papel majoritario da UGT1A3 e o

envolvimento de multiplas CYPs no metabolismo do montelucaste.
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APENDICE A1: Caracteristicas dos HLMs utilizados nos ensaios para analises de correlagédo, onde o conteldo total de P450s, oxidoredutases e

a atividade de cada isoforma estao listadas de acordo com as informacgdes fornecidas pelo fabricante (BD Gentest)

Atividade Enzimatica (pmol/(mgxmin))

Lot No. IIZ;?)L %LE Cytbs CYP1A2 CYP2A6 CYP2B6 CYP2C8 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP2E1 CYP3A4 CYP4A11
HH623 120 180 320 350 290 16 97 3000 6,5 47 1000 3200 1700
HH855 230 210 560 670 120 27 150 5800 95 190 3400 5200 3700
HH524 120 390 560 840 660 e 60 3200 17 110 2400 6800 1700
HH867 440 240 440 1000 400 e 400 3100 43 74 3100 4100 2500
HH757 100 190 320 30 80 20 42 600 2,7 79 1700 1300 820
HH189 300 250 420 230 1200 48 210 4100 270 37 2500 13600 1800
HH837 400 290 260 880 1900 110 310 3900 100 91 1700 13700 2100
HMC552 320 500 680 1100 370 7 430 5300 40 6 3800 4200 1400
HH40-1 260 250 680 530 300 3 51 3400 4 < 1800 2800 1300
6177 340 260 540 710 1200 52 71 3100 65 66 2700 6100 1200
23418 330 200 420 700 1300 e 82 2000 41 110 1200 3200 1300
65910 410 370 510 540 1100 77 180 2700 52 120 2200 6200 1500
3043885 340 630 460 800 1100 47 44 3900 41 29 1400 4100 1300
7407 480 240 520 530 1400 57 160 3300 75 71 2500 7600 1400

Cyt bs: Cytochrome bs (pmol/mg); a: pmol P450/mg de proteina total; b: pmol/(mgxmin).
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