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O composto LQFMO018 foi sintetizado no Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM-
UFG) e apds triagem, demonstrou atividade antineoplésica contra linhagem leucémica. Dessa forma,
foi selecionado para passar por testes pré-clinicos farmacocinéticos e avaliagao de possivel interagao
medicamentosa com medicamentos. Como a subfamilia de enzimas hepaticas CYP3A é responsavel
pela biotransformacéo de pelo menos 50 % dos farmacos conhecidos, esta foi selecionada para os
testes de inibicdo enzimatica com o protétipo em questdo. O LQFMO018 foi testado em 3
concentracdes (10, 50 e 100 pg/mL) na presenca de lisado hepatico extraido de figados de ratos
Wistar, NADPH e midazolam (substrato). Verificou-se que na menor concentracéo testada, o prot6tipo
ndo inibiu as enzimas do lisado. Na concentragdo média houve inibicdo de 56,52 + 0,07 % e na
concentracdo alta houve inibicdo total das enzimas. Assim, pode-se observar que a inibicdo de
CYP3A pelo LQFM018 tem caracteristica dose-dependente in vitro e que este protétipo podera

aumentar a biodisponibilidade de farmacos metabolizados pela subfamilia CYP3A.

Palavras-chave: Citocromo P450. Inibi¢do enzimatica. Midazolam. Cetoconazol.

Introducéo

Em 2004, Vassilev e colaboradores identificaram, por meio de andlises em
bibliotecas de produtos quimicos sintéticos, um grupo de moléculas que possuiam
atividade antitumoral in vitro e in vivo, denominando-as nutlins. No ano de 2011, 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 0 mesmo mecanismo de acdo dos
nutlins na qual, através da simplificacdo 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 protétipo nutlin-3 (CARVALHO, 2011).

O composto LQFMO018 foi sintetizado sob a orientacdo do Prof. Ricardo
Menegatti (UFG) e apds triagem, demonstrou atividade antitumoral sendo

considerados promissores agentes citotoxicos (CARVALHO, 2011). Esta molécula foi
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entdo encaminhada ao Iaboratéﬁo NEE-UFG para os testes fraccintio ré- |
clinicos.

A farmacocinética do protétipo LQFMO018 foi prelimirnamente testada por
Rodrigues (2015) utilizando LC-MS/MS que conduziu a administracdo deste
composto em ratos na dose de 100 mg/kg i.p. Foram obtidos parametros
farmacocinéticos favoraveis a sua utilizagdo em tecidos profundos, como alto valor
de volume de distribuicdo. Porém, mais informacfes seriam necessarias para a
melhor avaliacdo do protétipo, sendo estas o valor de biodisponibilidade do
composto por via oral e o tipo de cinética em concentracdes farmacologicas efetivas
(linear ou ordem zero).

Rodrigues (2016) por sua vez conduziu estes testes farmacocinéticos em
camundongos, utilizando LC-MS/MS, e encontrou valores de volume de distribuicdo
e clearance altos, tempo de meia-vida médio, farmacocinética linear nas doses
testadas com sutil sugestdo de acumulo nos sistemas enzimaticos de eliminagéo.
Adicionalmente, o composto LQFMO018 demonstrou baixa biodisponibilidade por via
oral, 0 que sugere eliminacao pré-sistémica hepatica.

Considerando etes resultados iniciais, que revelaram a acdo 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
LQFMO018 no metabolismo de outras drogas.

A procura de novos farmacos com acgdo antitumoral e propriedades menos
agressivas é de suma importancia. O desenvolvimento desses farmacos se justifica
pela necessidade de drogas mais seletivas para a quimioterapia antineoplasica, visto
que, além dos efeitos adversos causados pelos tratamentos atuais, alguns tipos de
cancer ainda ndo possuem terapia farmacoldgica adequada (RODRIGUES, 2016).

O objetivo deste trabalho foi testar a capacidade inibitoria do protétipo de
farmaco antitumoral LQFM018 sob enzimas CYP3A extraidas de figado de ratos
Wistar.
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Material e Métodos

O protétipo LQFM18 foi gentilmente fornecido pelo professor Dr. Ricardo
Menegatti - Laboratorio de Quimica Farmacéutica Medicinal da Universidade Federal
de Goias - LQFM. Lisado hepatico previamente produzido e armazenado em

nitrogénio liquido, de tampédo fosfato de potassio pH 7,4 contendo 36 UM de
midazolam e 480 uM de NADPH, cetoconazol 20 pug/mL, tampéo fosfato de potassio
pH 7,4, diazepam, midazolam, centrifuga.

Inicialmente foram incubados por 5 minutos: 200 pyL de tampao fosfato de
potassio pH 7,4 contendo 36 uM de midazolam e 480 uM de NADPH. Um volume de
180 pL de solucao de inibicdo (LQFMO018 nas concentra¢cdes de 100, 50 e 10 pg/mL
em DMSO 5 %) ou tampdo fosfato de potassio pH 7,4 foram adicionados e
homogeneizados por 10 minutos. A reacao foi iniciada com a adicdo de 400 pL de
lisado hepatico, produzido por Costa e Rodrigues (2017). Apés 60 minutos a reacao
foi interrompida com a adicdo de 200 pL de metanol gelado e o padréo interno
(diazepam 5 pg/mL). A mistura foi centrifugada a 13.000 g por 10 min. O
sobrenadante foi injetado no cromatografo liquido (LI et al., 2010, adaptado).

Para calcular a porcentagem de inibicdo das enzimas, o midazolam foi
quantificado (MOREIRA; RODRIGUES, 2017) na presenca e na auséncia da
substancia teste (LQFMO018) e essa diferenca representou sua capacidade de
inibicdo. Esses resultados foram comparados aos obtidos por Dias e Rodrigues

(2017) para a determinacdo da porcentagem de inibicdo.

~ Resultados eDiscussd®o

A menor concentracdo de LQFMO018 (10 pg/mL) néo interferiu com o
metabolismo do midazolam. A concentracdo média de LQFM018 (50 pg/mL) inibiu
aproximadamente metade da capacidade de metabolizacdo das enzimas. Porém, na
maior concentracéo testada (100 pg/mL), o composto LQFMO018 inibiu totalmente a
atividade das enzimas CYP3A. Nesta concentracdo, ndo foi possivel observar a
diminuicdo da é&rea de pico do midazolam nem a formacdo de produtos de
degradacdo de midazolam gerando um comportamento semelhante ao controle
positivo testado com cetoconazol (DIAS; RODRIGUES, 2017).
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Tabela 1. Percentual de inibicdo de enzimas CYP3A extraidas de figado de ratos

Wistar por LQFMO018 in vitro em diferentes concentracoes.

LQFMO018 (ug/mL) Inibicao (%)
100 total
50 56,52 + 0,07
10 0

Portanto, existe uma suposicdo de que o LQFMO018 poderia interferir no
metabolismo de outras moléculas aumentando sua biodisponibilidade
(especialmente aquelas que sdo metabolizados pela subfamilia CYP3A, como
ciclosporina, carbamazepina, eritromicina, tamoxifeno e benzodiazepinas) (TOZER,;
ROWLAND, 2009). No presente estudo, uma inibicdo dependente da dose foi
relatada com base no efeito de LQFMO018 no metabolismo do midazolam por

enzimas hepéticas.

Considerac0des Finais

‘

O prototipo LQFMO018 inibe enzimas da subfamilia CYP3A em concentragdes
maiores que 50 pg/mL in vitro. Este resultado indica que ele podera causar futuras

interacdes medicamentosas.
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