IV Conrr

Ensmo%&sqwsq =
e Extensdio da UEG
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O protétipo de farmaco antineoplasico LQFMO018 foi sintetizado no Laboratério de Quimica
Farmacéutica Medicinal e foi selecionado para passar por testes pré-clinicos farmacocinéticos e
avaliacédo de possivel interacdo medicamentosa com medicamentos. Como a subfamilia de enzimas
hepaticas CYP3A ¢é responsavel pela biotransformacdo de pelo menos 50 % dos farmacos
conhecidos, esta foi selecionada para os testes de inibicdo enzimatica com o protétipo em questéo. O
objetivo deste trabalho foi validar um método de quantificacdo de midazolam por HPLC UV-VIS para
avaliar a quantidade de midazolam metabolizada por enzimas hepaticas CYP3A extraidas de figado
de ratos Wistar na presenca e auséncia da substancia teste LQFM018. Método: HPLC Shimadzu®
Autosampler com bomba quaternéria. Coluna: C18 250 mm x 4.6 mm x 5 pm Shim-pack, Shimadzu®.
Deteccdo em 230 nm. Fase movel: acetonitrila, metanol e agua ultrapurificada (20:40:40 v/v), sob o
fluxo de 1,0 mL/min. Volume de inje¢édo 20 pL. O método testado demonstrou ser seletivo/especifico,
limites de detec¢do e quantificacdo de 50 e 200 ng/mL, respectivamente. O método ndo demonstrou
efeito residual ou efeito matriz. O coeficiente de correlacéo linear para a faixa testada esteve acima
de 0,99. O método demonstrou ser (til para quantificacdo de midazolam extraido da matriz biolégica

testada.

Palavras-chave: Citocromo P450. Inibicdo enzimatica. Midazolam. Cetoconazol. HPLC.

Introducéo

O desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos € uma ferramenta
essencial para a  quantificacdo de farmacos. Os testes de
especificidade/seletividade, precisdo, exatidao, linearidade, robustez, estabilidade e
efeito matriz demonstram a confiabilidade do método desenvolvido e permitem que
se avalie o comportamento do ativo em matrizes biologicas (BRASIL, 2012).

Em 2004, Vassilev e colaboradores identificaram, por meio de analises em

bibliotecas de produtos quimicos sintéticos, um grupo de moléculas que possuiam
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atividade antitumoral i vitro e iﬁ Vivo, dnoinando-as nutlins. N n d 201, foi
desenvolvida uma linha de pesquisa no Laboratério de Quimica Farmacéutica e
Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias
(UFG) com o intuito de obter compostos com o mesmo mecanismo de acao dos
nutlins na qual, através da simplificagdo molecular, conseguiu-se elaborar o
desenho, a sintese e a avaliacdo do perfil antineoplasico de novos candidatos a
protétipos de farmaco, obtidos a partir do prototipo nutlin-3 (CARVALHO, 2011).

O LQFMO018, ainda esta na fase de testes, mas ja apresentou resultados
preliminares positivos quanto a citotoxicidade em células malignas (dados ainda néo
publicados). Considerando etes resultados iniciais, que revelaram a acao
farmacoldgica do prototipo LQFMO018 para perfil de atividade antineoplasica aliados
aos estudos cinéticos em ratos e camundongos em realizacdo pelo Nucleo de
Estudos e Pesquisas Toxico Farmacoldgicas (NEPET) da UFG, entende-se que é
necessario continuar estes estudos no sentido de analisar também a possivel
interferéncia do LQFM018 no metabolismo de outras drogas.

Uma forma de avaliar se a droga em questdo poderd apresentar interacao
farmacol6gica com outros farmacos ocorre por meio de experimentos in vitro em que
as enzimas sao colocadas na presenca e auséncia da droga teste enquanto
metabolizam o farmaco modelo de cada subfamilia. Para a subfamilia CYP3A, o
farmaco modelo é o midazolam. Este farmaco € usado como substrato pra avaliar a
atividade de CYP3A ao ser metabolizado e quantificado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detector UV-VIS (HPLC-PDA) (LI et al., 2010).

Ensaios para avaliar o perfil farmacocinético de uma substancia s&o
conduzidos para obter informacdes adequadas sobre sua biotransformacéo de forma
a auxiliar no conhecimento do comportamento da substancia no organismo. Métodos
por HPLC sédo considerados padrdo ouro na quantificacdo de substéncias para a
conducdo adequada destes testes.

O objetivo deste trabalho foi validar um método de quantificacdo de
midazolam por HPLC UV-VIS para avaliar a quantidade de midazolam metabolizada
por enzimas hepaticas CYP3A extraidas de figado de ratos Wistar na presenca e
auséncia da substancia teste LQFM018.
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Material e Métodos

Os reagentes, equipamentos e outros materiais foram gentilmente cedidos pelo

professor Dr. Luiz Carlos da Cunha assim como os padrdes de midazolam, 1-
hydroxymidazolam e 4- hydroxymidazolam (Sigma®). Para as analises
cromatograficas foram usados equipamentos devidamente qualificados e reagentes
grau HPLC.

O prototipo LQFM18 foi gentilmente fornecido pelo professor Dr. Ricardo
Menegatti - Laboratorio de Quimica Farmacéutica Medicinal da Universidade Federal
de Goias — LQFM. Os padr@es internos (Pl) a serem empregados na monitoracédo da
extracdo dos analitos, foram adquiridos de fornecedores do mercado. Os materiais
de consumo grau cromatogréafico foram adquiridos no mercado nacional.

As andlises qualitativas e quantitativas do substrato midazolam e seus
metabolitos em fluidos biol6gicos de animais - lisado produzido por Costa e
Rodrigues (2017) foram realizadas utilizando um cromatografo liquido Shimadzu®
Autosampler com bomba quaternaria. A coluna utilizada foi C18 250 mm x 4.6 mm X
5 pum Shim-pack, Shimadzu®. Deteccdo em 230 nm. Fase movel: acetonitrila,
metanol e agua ultrapurificada (20:40:40 v/v), sob o fluxo de 1,0 mL/min. Volume de
injecéo 20 L.

A validacdo da metodologia analitica para o midazolam foi baseada em estudo
de Oliveira et al. (2015) que se baseou em Li et al. (2010). Os parametros de
validagcédo da técnica analitica foram baseados na RDC 27 (BRASIL, 2012).

~ Resultados eDiscussd®o

O método testado demonstrou ser seletivo/especifico, sendo que no
comprimento de onda testado nao houve interferéncia de outras substancias
(LQFMO018, cetoconazol, diazepam ou metabdlitos) no tempo de retencdo do analito
(midazolam) como pode ser observado na Figura 1. Limites de deteccdo e
quantificacdo foram de 50 e 200 ng/mL, respectivamente. O método ndo demonstrou
efeito residual ou efeito matriz. O coeficiente de correlacdo linear para a faixa
testada (200 a 800 ng/mL) esteve acima de 0,99.
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Figura 1. Cromatograma do teste de metabolizacdo do lisado hepatico extraido de
ratos Wistar. 4-hidroximidazolam (1), 1-hidroximidazolam (2), midazolam (3) e

diazepam (4).
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Dessa forma, este método foi Gtil para a quantificacdo de midazolam extraido
de meio biolégico contendo enzimas microssomais e permitiu a avaliacdo do papel
do LQFMO018 como inibidor de enzimas CYP3A. Porém, o método avaliado pode ser
usado também na avaliacdo de inibicdo de CYP3A por outras substancias, desde

que estas néo interfiram na deteccdo do analito (BRASIL, 2012).

Considerac0fes Finais

O método avaliado atendeu aos principais testes de validagdo preconizados
pela Anvisa e pode ser usado para avaliar a metabolizacdo de midazolam pela
subfamilia CYP3A.
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