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E possivel prever possiveis interacbes medicamentosas entre novas drogas e 0s
medicamentos existentes no mercado. Para isso é necessario avaliar se os candidatos a farmacos
apresentam a capacidade de inibir enzimas responsaveis pela biotransformacdo de outros
medicamentos. O objetivo deste trabalho é avaliar a capacidade metabolizadora de enzimas CYP1A2
obtidas da Sigma® para que possam ser posteriormente usadas para o teste de inibicdo do protétipo
de farmaco antitumoral LQFM018. Foram incubados por 10 minutos a 37 °C: 100uL de solugdo de
fenacetina 10pg/mL e 100uL de tampéo fosfato de potassio monobésico pH7,5. Foram acrescentados
100uL da solucdo contendo enzimas+NADPH (Sigma®). Foram acrescentados 300uL de metanol
gelado e a solugéo foi centrifugada a 13.000g por 10min. A quantidade de fenacetina foi determinada
conforme método analitico: Fase movel isocratica metanol:adgua (50:50 v/v), fluxo de 1,0mL/min,
volume de injecdo de 20pL e comprimento de onda de 245nm (padréo interno: salicilamida 5ug/mL).
O sinal analitico fornecido pela deteccao da fenacetina no meio reacional (na presenca das enzimas)
foi menor em relacdo ao sinal obtido para a solugdo de fenacetina na auséncia das enzimas. Isso
demonstra que as enzimas metabolizaram o substrato. A quantidade de fenacetina antes do contato

com as enzimas foi aproximadamente 20% maior que apos a metabolizacao.
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Introducéao

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 o
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mesmo mecanismo de acdo dos nutlins na qual, através da simplificacdo molecular,

conseguiu-se elaborar o desenho, a sintese e a avaliacao do perfil antineoplasico de
novos candidatos a prototipos de farmacos, obtidos a partir do prototipo nutlin-3
(CARVALHO, 2011).

O LQFM18, ainda estd sendo estudado, mas jA& demonstrou resultados
preliminares positivos quanto a citotoxicidade em células malignas (dados ainda nao
publicados). Estes resultados iniciais, revelaram a acao antineoplasica do prototipo
LQFMO018. Além disso, os estudos cinéticos em ratos e camundongos j& realizados
pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico Farmacolégicas (NEPET) da UFG,
revelaram que esta molécula € bem absorvida por via oral, apresenta baixa
biodisponibilidade, apresenta cinética linear e pode apresentar interacao
medicamentosa com a subfamilia enzimatica CYP3A. A partir dessas informacdes,
entende-se que é necessario continuar estes estudos no sentido de analisar também
a possivel interferéncia do LQFM018 no metabolismo de outras drogas, como as
metabolizadas pela subfamilia CYP1A2. A literatura relata que a furafilina é uma
substancia que demonstra capacidade em inibir as enzimas CYP1A2 (OLIVEIRA,
2015). Portanto, pode ser utilizada como controle positivo de inibicdo em testes de
metabolizacdo de fenacetina por CYP1A2. Este protocolo pode ser util para testar
varias drogas e prever se elas poderdo apresentar interacdo medicamentosa com
farmacos metabolizados por esta subfamilia.

O objetivo deste trabalho € avaliar a capacidade metabolizadora de enzimas
CYP1A2 obtidas da Sigma® para que possam ser posteriormente usadas para o

teste de inibicdo do prototipo de farmaco antitumoral LQFMO018.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no NEPET-UFG (Nucleo de Estudos e Pesquisas
Toxico-Farmacologicas da UFG).

O protétipo LQFM18 foi gentilmente fornecido pelo professor Dr. Ricardo

Menegatti - Laboratorio de Quimica Farmacéutica Medicinal da Universidade Federal

de Goidas — LQFM. Os materiais de consumo grau cromatografico e as enzimas
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CYP1A2 Sigma® foram gentilmente cedidas pelo professor Luiz Carlos da Cunha

(UFG), assim como o padréo de fenacetina e os equipamentos gerais (centrifuga,
balanca, shaker, cromatégrafo).

Inicialmente foram incubados por 10 minutos a 37 °C: 100 pL de solucéao de
fenacetina 10 pg/mL e 100 pL de tampéo fosfato de potdssio monobéasico pH 7,5.
Foram acrescentados 100 pL da solucdo contendo enzimas na concentracédo de 20
png/mL + NADPH (Sigma®) e o meio reacional foi mantido em agitacéo por 120 min a
37 °C (mesa agitadora com temperatura). Apés o tempo determinado, foram
acrescentados 300 pL de metanol gelado para parar a reacdo. A solugédo foi
centrifugada a 13.000 g por 10 min.

O sobrenadante foi filtrado em membrana Millex® e acondicionado em vial
para injecdo em HPLC. Utilizando o método cromatografico descrito abaixo, a
guantidade de fenacetina foi determinada antes e depois da adicdo de enzimas. O
meétodo analitico foi: Fase mdvel isocratica composta por metanol e agua ultrapura
(50:50 v/v), fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecédo de 20 pL e comprimento de onda
de 245 nm (padré&o interno: salicilamida 5 pg/mL) (OLIVEIRA, 2015).

Resultados e Discussao

O método analitico demonstrou ser adequado para a quantificacdo do analito

em questao. Parametros de validacdo do método estdo demonstrados na Tabela 1:

Tabela 1. Parametros de validacdo do método de quantificacdo de fenacetina por
HPLC-PDA.

Parametros de validagdo baseados na RDC 27/2012 (BRASIL, 2012)
Linearidade Linear na faixa de 0,2 a 2,5 pg/mL r*>0,99
Efeito Matriz Nég ha interferéncia da matriz biolégica presente no
meio no comprimento de onda de 245 nm
Limite de quantificacdo 250 ng/mL
Limite de deteccao 100 ng/mL
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O sinal analitico fornecido pela deteccdo da fenacetina no meio reacional (na

presenca das enzimas) foi menor em relacdo ao sinal obtido para a solucdo de
fenacetina na auséncia das enzimas. Isso demonstra que as enzimas metabolizaram
0 substrato.

A partir do resultado obtido, pode-se afirmar que as enzimas utilizadas
apresentam capacidade metabolizadora e estdo ativas; a quantidade de fenacetina
antes do contato com as enzimas foi aproximadamente 20% maior que apés a

metabolizagao.

Consideracbes Finais

Dessa forma, pode-se indicar este protocolo como adequado para os testes
de atividade metabolizadora das enzimas CYP1A2 e este sera ainda util na
determinacdo da capacidade de inibicdo de protétipos de farmacos a serem

testados.
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