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Este trabalho devera testar a viabilidade de enzimas microssomais extraidas de figados de ratos
Wistar quantificando a sua capacidade de metabolizagdo em presenca do substrato midazolam
(farmaco modelo para a subfamilia CYP3A) e do inibidor cetoconazol. Com a determinagédo da
viabilidade das enzimas extraidas sera possivel avaliar a influéncia de qualquer substancia na
atividade desta subfamilia, visto que, em farmacocinética, € sabido que qualquer substancia em
potencial pode ter influéncia sobre o metabolismo de farmacos ao inibir as enzimas responsaveis pelo
metabolismo destes. O objetivo deste trabalho é testar a viabilidade de enzimas microssomais da
subfamilia CYP3A extraidas de figados de ratos Wistar. Primeiramente foram reunidos midazolam,
NADPH e lisado hepatico para ser observada a metaboliza¢cdo do midazolam. Em seguida, foram
adicionados midazolam, NADPH, lisado hepético e cetoconazol para ser observada a inibicdo da
metabolizagdo do midazolam. A area do pico de midazolam no primeiro teste demonstrou ser menor
que no segundo, o que comprova que realmente as enzimas CYP3A estdo ativas no lisado e podem
ser inibidas por substancias que apresentem essa capacidade. Este protocolo demonstrou sua
viabilidade e poderd ser usado para avaliar a capacidade de inibicdo de novos protétipos de
farmacos.

Palavras-chave:Citocromo P450. Inibicao enzimatica. Midazolam. Cetoconazol.

Introducao

A transformacado de substratos em produtos mais hidrofilicos e menos toxicos
possibilitando sua eliminacdo do organismo é chamado de metabolismo ou
biotransformacdo (WILKINSON, 2005, FAN; LANNOY, 2014). Para que esse
processo ocorra, estdo envolvidas diversas enzimas que juntas sdo responsaveis
pelas reacdes de Fase 1 (oxidagdo, reducgéo e hidrdlise) e de Fase 2 (conjugacao)
(DE LUCIA; OLIVEIRA-FILHO, 2004). Nas reacdes de fase 1 predominam as
enzimas microssomais (CYP450) e os farmacos sao transformados em moléculas

mais polares e mais reativas.
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O citocromo P450 pode ser induzido ou inibido por divera subtéia |
(outros farmacos, drogas, alimentos) e isto pode se tornar a razdo de uma interacéo
farmacoldgica. A co-administracdo de um determinado farmaco pode aumentar ou
diminuir a biodisponibilidade do primeiro, ao induzir ou inibir a familia de enzimas
responsaveis pela metabolizacao deste (OGA et al., 2002).

O érgao que concentra a maior quantidade de enzimas biotransformadoras de
farmacos € o figado;, sabe-se que € possivel selecionar determinada classe
enzimatica de acordo com seu peso molecular por meio de sucessivas
centrifugagbes e assim obter um concentrado de enzimas ativas capazes de
metabolizar seu substrato em condicdes 6timas de acgéo in vitro (LI et al., 2010).

Este trabalho devera testar a viabilidade de enzimas microssomais extraidas
de figados de ratos Wistar quantificando a sua capacidade de metabolizacdo em
presenca do substrato midazolam (farmaco modelo para a subfamilia CYP3A) e do
inibidor cetoconazol.

Com a determinacdo da viabilidade das enzimas extraidas sera possivel
avaliar a influéncia de qualquer substancia na atividade desta subfamilia, visto que,
em farmacocinética, é sabido que qualquer substancia em potencial pode ter
influéncia sobre o metabolismo de farmacos ao inibir as enzimas responséaveis pelo
metabolismo destes.

O objetivo deste trabalho foi testar a viabilidade de enzimas microssomais da

subfamilia CYP3A extraidas de figados de ratos Wistar.

Material e Métodos

A utilizacdo de animais (Rattus novergicus albinus linhagem Wistar) por este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFG
(CEUA/UFG) sob o0 n°042/2013.

Material: Lisado hepéatico previamente produzido e armazenado em nitrogénio
liquido (COSTA; RODRIGUES, 2017), tampao fosfato de potassio pH 7,4 contendo
36 UM de midazolam e 480 uM de NADPH, cetoconazol 20 pg/mL, tampéao fosfato
de potassio pH 7,4, diazepam, midazolam, centrifuga. Procedimento: Inicialmente
foram incubados por 5 minutos: 200 uL de tampéo fosfato de potassio pH 7,4
contendo 36 uM de midazolam e 480 uM de NADPH. Um volume de 180 pL de
tampao fosfato de potassio pH 7,4 foram adicionados e a mistura homogeneizada
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por 10 minutos. A reacgéo foi iniciada m a adicéo de 400 |JL de isdo hpto. |
Apds 60 minutos a reacgdo foi interrompida com a adicdo de 200 pL de metanol
gelado e o padrdo interno, diazepam 5 pg/mL, foi adicionado. A mistura foi
centrifugada a 13.000 g por 10 min. O sobrenadante foi injetado em cromatdgrafo
liquido e a &rea do pico de midazolam foi determinada por método de Moreira e
Rodrigues (2017) baseado em método de Li e colaboradores (2010).

Em seguida, foram incubados por 5 minutos: 200 pL de tampao fosfato de
potassio pH 7,4 contendo 36 uM de midazolam e 480 uM de NADPH. Um volume de
180 pL de solucdo de inibicdo (cetoconazol 20 ug/mL) foi adicionado e a mistura
homogeneizada por 10 minutos. A reac¢ao foi iniciada com a adicdo de 400 pL de
lisado hepatico. Apés 60 minutos a reacao foi interrompida com a adi¢cdo de 200 pL
de metanol gelado e o padréo interno, diazepam 5 pg/mL, foi adicionado. A mistura
foi centrifugada a 13.000 g por 10 min. O sobrenadante foi injetado em cromatégrafo
liquido e a &rea do pico de midazolam foi determinada por método de Moreira e
Rodrigues (2017) baseado em método de Li e colaboradores (2010). As areas dos

picos de midazolam antes e depois da adicdo de cetoconazol foram comparadas.

Resultados e Discussao

O lisado produzido a partir de figados de ratos Wistar demonstrou conter
enzimas microssomais da subfamilia CYP3A ativas, ja que houve metabolizacdo do

midazolam - seu substrato modelo (FDA, 2011) conforme Tabela 1.

Tabela 1. Areas médias dos picos de midazolam na presenca e na auséncia de

cetoconazol (controle positivo de inibicdo).

Area média do pico de Porcentagem de inibi¢co

midazolam considerada
Llsadq + NADPH + 3146150 0%
midazolam
Lisado + NADPH +
midazolam + 51140,50 100%
cetoconazol

A utilizacdo de cetoconazol no meio reacional causou a inibicdo das enzimas
CYP3A e portanto, a ndo metabolizacdo do midazolam, como pode ser observado na
Tabela 1.
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Utilizado como controle positivo nos testes de inibigéo, | o cetoconazol é
descrito na literatura como inibidor seletivo das enzimas CYP3A (FDA, 2011). A area
do pico do midazolam obtida por este teste foi considerada como 100 % de inibicdo
das enzimas microssomais CYP3A enquanto a area do pico de midazolam do teste
anterior (teste de metabolizacdo) foi considerada 0 % de inibicdo. Foi observado que
a area do pico de midazolam foi menor no teste de metabolizagdo (sem o
cetoconazol).

Estes resultados demonstram que este protocolo é viavel e (til para os testes
de inibicdo enzimatica de proto6tipos de novos farmacos. Pode-se agora adicionar a
este meio alguma outra droga (no lugar do cetoconazol) e avaliar se esta tem
capacidade de inibir as enzimas CYP3A ao se mensurar a quantidade de midazolam
metabolizado. Dessa forma, pode-se prever se uma droga, ou protétipo de farmaco,
podera apresentar interagdo medicamentosa ao ser co-administrado com farmacos
metabolizados pela subfamilia CYP3A, aumentando a sua biodisponibilidade e
podendo levar a efeitos toxicos (FAN; LANNQOY, 2014).

Considerac0des Finais

Apresentou-se um protocolo que torna possivel avaliar se determinados
protétipos de farmacos a serem testados apresentam capacidade de inibicdo
enzimatica, o que poderia indicar que apresentariam interagdo medicamentosa com

outros farmacos.
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