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RESUMO

A realizacdo de estudos pré-clinicos para investigacdo da metabolizacdo de drogas antes da primeira utilizagdo em
humanos é considerada de fundamental importancia para antecipar possiveis metabdlitos tdxicos e interagdes medicamentosas
na etapa clinica. Entretanto os tipos de metabdlitos formados e as quantidades dos mesmos nos estudos pré-clinicos nem
sempre sdo 0s mesmos observados em humanos, devido a diferenca na composicdo do sistema enzimatico em diferentes
espécies animais, principalmente na composicdo do citocromo P450 (CYP 450). Os anticonvulsivantes, devido as suas
propriedades farmacocinéticas, foram selecionados para esse estudo de revisdo que compara o metabolismo em animais e
humanos de farmacos muito utilizados na clinica como fenobarbital, carbamazepina, fenitoina e &cido valpréico com o
objetivo de determinar se os estudos clinicos foram capazes de prever os metabolicos toxicos e/ou reativos formados e qual a
espécie animal que mostrou melhor relagdo com os resultados em humanos. Os resultados apresentados mostraram que,
embora semelhancas qualitativas e quantitativas em relagdo aos metab6litos formados em animais e humanos foram
observadas com alguns dos farmacos estudados, como fenitoina, cido valpréico e carbamazepina, nao foi possivel estabelecer
um consenso sobre qual a espécie capaz de prever a metabolizagdo humana dessa classe de farmacos.
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ABSTRACT

The pre-clinical investigation of drug metabolism before the first use in humans is considered to have fundamental
importance to anticipate potential drug interactions and toxic metabolites in clinical phase. However, the metabolites formed
and their quantities are not always the same as those observed in humans due to difference in the enzyme system in different
animal species, mainly at Cytochrome P450 (CYP 450). Anticonvulsants, due to their pharmacokinetic properties, were
selected for this review that compares the metabolism in animals and humans of drugs widely used in clinic, such as
phenobarbital, carbamazepine, phenytoin and valproic acid aiming to determine whether the pre-clinical studies were able to
predict the toxic and/or reactive metabolites formed and which animal species predict their pharmacokinetics observed in
humans better. The results showed that, although both qualitative and quantitative similarities in relation to metabolites formed
in animals and humans have been observed for some of the drugs studied, such as phenytoin, valproic acid and carbamazepine,
it was not possible to establish a consensus on which species can be able to predict the human metabolism to this class of
drugs, in particular.
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INTRODUCAO

O conhecimento do metabolismo de um farmaco em desenvolvimento é necessario antes da primeira administragcdo em
humanos. Para isso sdo conduzidos estudos pré-clinicos in vitro e in vivo visando prever o metabolismo na etapa clinica na
tentativa de antecipar a formacdo de metabélitos reativos ou toxicos. A selecdo das espécies animais para esses estudos pré-
clinicos ndo é consenso, mas geralmente sdo utilizados animais que possuam caracteristicas metabdlicas semelhantes aos
humanaos, avaliando-se 0s processos metabdlicos e as enzimas envolvidas na biotransformacéao (Schwartz & Pateman, 2004).

As espécies usualmente utilizadas em estudos pré-clinicos sdo camundongos, ratos, cdes, coelhos e macacos.
Entretanto, o metabolismo de farmacos nessas espécies nem sempre representa as mesmas etapas metabélicas envolvidas na
biotransformacdo humana. Comparacdes do perfil metabdlico de um farmaco inter-espécies exige criteriosa avaliagdo das
rotas de metabolizagdo em cada espécie selecionada e de sua possivel correlagdo com a metabolizagdo em humanos (Gehlhaus
et al., 2007).

Estima-se que mais de 50% dos farmacos sdo biotransformados primeiramente pelo citocromo P450 (CYP 450). O
CYP 450 é uma familia de enzimas que realiza reacdes de biotransformacdo de xenobidticos classificadas como reacfes de
Fase I, que compreendem processos de oxidacdo, reducdo e hidrélise (Schwartz & Pateman, 2004). A nomenclatura para
classificacdo da superfamilia CYP 450 foi desenvolvida com base na seqiiéncia de aminoacidos de cada isoforma,
independente da reac&o catalisada pela enzima e dessa forma isoformas com mais de 40% de homologia na seqiiéncia génica,
pertencem a mesma familia (p. ex. CYP 1, CYP 2, CYP 3) e as isoformas com mais de 60% de homologia na seqiiéncia sao
classificadas como pertencentes a mesma subfamilia (p. ex. CYP 2A, CYP 2B). Para cada enzima da subfamilia, sdo atribuidos
nameros para identificar cada enzima (p. ex. CYP 2A1, CYP 2A2) (Schwartz & Pateman, 2004).

Em humanos as isoformas do CYP 450 sdo as responsaveis por 90% do metabolismo dos farmacos atualmente no
mercado, destacando-se as subfamilias 3A4, 2D6, 2C9, 2C19, 2E1 e 1A2 (Shear & Spilberg, 1988). Em outras espéecies
animais, entretanto, ndo sdo observadas as mesmas enzimas predominando na biotransformacéo de farmacos. Em ratos, por
exemplo, as enzimas participantes em maior extensdo pertencem as subfamilias 1A1, 1A2, 2A1, 2B1, 2B2, 2C11, 2D1, 2E1
e 3A1, ja em cées, as enzimas CYP1A, 2B11, 2C21, 2D e 3A12 representam a maior contribuigdo. Pode-se observar que a
enzima em comum entre humanos, ratos e caes, pertence a familia CYP1A, entretanto sua contribui¢do no metabolismo
humano nao é majoritaria (Schwartz & Pateman, 2004b).

Apesar de distribuidos em diversos 6rgdos e tecidos por todo organismo, como membranas do trato gastrintestinal,
pulmdo, rins e pele, as reacbes de metabolizacéo realizadas pelo CYP 450 ocorrem principalmente no figado, érgéo que possui
maior quantidade enzimatica. Desse modo, a maior parte dos estudos em modelos animais, tanto in vitro quanto in vivo, utiliza
o figado e suas enzimas para prever o comportamento do farmaco em estudo. As técnicas in vitro com homogeneizados de
tecidos animais possui boa probabilidade de previsdo das rotas metabo6licas em humanos. Do mesmo modo, homogeneizados
de figado humano ou culturas de tecidos hepaticos humanos também séo utilizadas. Os homogeneizados hepaticos sdo uma
rica fonte enzimética, uma vez que as enzimas do CYP 450 estdo ligadas a membrana do reticulo endoplasmaético, podendo-
se obter fontes enriquecidas de enzimas microssomais atraves de centrifugagdo seletiva do homogeneizado celular (Somers,
Mutch & Woondrooffe, 2004). Como a fracdo microssomal ndo possui sulfotransferases, acetiltransferases e glutationa
transferases, que sdo enzimas presentes no figado, podem-se utilizar também nos estudos in vitro fragdes microssomais
suplementadas com co-fatores, na tentativa de aproximar os experimentos in vitro da situagdo de metabolismo in vivo
(Gehlhaus et al., 2007).

A biotransformacdo hepética representa a principal via de inativacdo e eliminag¢do de fArmacos. Na maioria das
biotransformacdes de Fase 1, o metabdlito torna-se mais polar que o farmaco original, sendo eliminado mais rapidamente
através da urina. Com a maioria dos farmacos a biotransformacdo resulta em uma molécula com maior polaridade,
farmacologicamente inativa, entretanto, com algumas substancias, a metabolizagdo pode gerar compostos com atividade
farmacoldgica ou tdxica. Pode-se citar como exemplo a codeina, biotransformada em morfina, e o paracetamol, que gera o
metabolito reativo imina-N-acetil-p-benzoquinona, responsavel por necrose hepética (Shargel, Wu-Pong & Yu, 2005).

Os farmacos anticonvulsivantes, de maneira geral, possuem uma farmacocinética diferenciada, podendo ser
caracterizada por meia-vida de eliminacéo curta, farmacocinética ndo-linear e formacdo de metabolitos reativos. Também séo
capazes de causar auto-indugdo ou auto-inibi¢do enzimatica, o que pode alterar, as concentragfes plasmaticas, metabolismo
e excre¢do de outros farmacos administrados concomitantemente. Os anticonvulsivantes sdo metabolizados preferencialmente
por oxidacdo pelo CYP 450 hepético e eliminados geralmente na forma conjugada, podendo também ser excretados de modo
inalterado na urina (Benedetti, 2000; Ketter, Frye & Locatelli, 1999; Ravindranath, 1998).
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Na presente revisao, foram incluidos os 4 anticonvulsivantes mais utilizados na prética clinica e avaliada a
capacidade de previsdo dos ensaios pré-clinicos em relacdo ao padrao de formagéo de metabdlitos em humanos, na tentativa
de elucidar qual das espécies pré-clinicas utilizadas teria 0 maior poder preditivo. Os farmacos escolhidos foram a fenitoina,
o0 acido valprdico, a carbamazepina e o fenobarbital.

Para essa revisdo, foram utilizados artigos obtidos nas bases de dados Pubmed e 1SI Web of Knowledge, utilizando
as palavras chaves: anticonvulsants metabolism, carbamazepine metabolism, difference human rat, phenytoin metabolism,
valproic acid metabolism, phenobarbital metabolism. Foram selecionados para a revisdo 0s artigos que apresentavam essas
palavras chaves no titulo e/ou no abstract e que estavam disponiveis na integra, de forma gratuita, nas bases de dados
consultadas. Referéncias de alguns artigos selecionados como indicado também foram utilizadas.

2. Metabolizagao da Fenitoina

A fenitoina (5,5-difenil-hidantoina) é um farmaco anticonvulsivante utilizado no tratamento de todas as crises de
epilepsia, exceto crises de auséncia, ndo causando depresséo geral no sistema nervoso central. Menos de 5% do farmaco é
eliminado na urina e nas fezes de forma integra. O metabolismo desse anticonvulsivante ocorre principalmente no reticulo
endoplasmatico de células hepaticas, pelas enzimas do CYP 450 (Schwartz & Pateman, 2004). O metabdlito 5-(4'-
hidroxifenil)-5-fenil-hidantoina (4'-HFFH), inativo, & majoritario em humanos. Segundo Munns et al., (1997) e Komatsu et
al., (2000), a fenitoina é metabolizada primeiramente em 4'-HFFH e 5-(3'-dihidroxifenil)-5-fenil-hidantoina) (3'-HFFH).
Esses dois compostos geram um catecol, 5-(3',4'-dihidroxifenil-5-fenil-hidantoina) (3',4'-HFFH), apés uma semi-quinona, a
qual é convertida em uma quinona (Figura 1).

A fenitoina estd associada com diversos casos de hipersensibilidade, como rash cutaneo, febre, hepatite, nefrite, e necrose
epidermica toxica. Esses efeitos adversos, que ocorrem entre 5 a 10% dos pacientes tratados, estdo associados com a formacao
dos metabdlitos, os quais se ligam covalentemente a proteinas celulares formando compostos imunogénicos, iniciando uma
resposta auto-imune e inflamatdria (Cuttle et al., 2000; Munns et al., 1997; Shear & Spilberg, 1988). Os possiveis responsaveis
por essa reacdo sao 0s metabdlitos quinona e semi-quinona formados na Ultima etapa da biotransformacdo (Kubow & Wells,
1989; Munns et al., 1997; Shaisho et al., 2001).
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Figura 1. Biotransformacéo da fenitoina em humanos (Adaptado de Komatsu et al., 2000 e Munns et al., 1997).

O estudo das enzimas do CYP 450 envolvidas no metabolismo da fenitoina em humanos foi realizado por Cuttle et al.,
(2000). Enzimas recombinantes humanas foram inseridas em cultura de Escherichia coli e incubadas com o farmaco. Essa
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reacdo, acompanhada por imunofluorescéncia, possibilitou observar que a biotransformacéo da fenitoina em 4'-HFFH se deve
ao CYP2C (majoritariamente subfamilia 2C9), enquanto que a biotransfomacédo da 4'-HFFH em 3,4'-HFFH seria devido ao
envolvimento das enzimas CYP2C19 e CYP3A (Cuttle et al., 2000; Komatsu et al., 2000).

Yamazaki et al., (2001) estudaram a biotransformacéo da fenitoina em figados de ratos Wistar. Apds a excisdo dos érgaos,
esses foram incubados com o farmaco juntamente com onze diferentes enzimas recombinantes, candidatas a relagdo com o
metabolismo da fenitoina. Ap6s 30 minutos de incubacdo a mistura foi analisada. Observou-se o envolvimento majoritario da
CYP2C6, seguido pela CYP2C11 na formacéo de 3'-HFFH e 4'-HFFH. A formag&o da 3,4'-HFFH ocorreu predominantemente
por acdo da CYP2C11, seguida pela CYP2C6.

De maneira geral, CYP2C9 e CYP3A4 atuam na biotransformacao da fenitoina em humanos, sendo que em ratos estdo
envolvidas as isoformas CYP2C6 e CYP2C11. Pode-se observar a presenca de uma isoenzima pertencente a mesma familia
entre essas espécies, indicando semelhanga em uma das enzimas envolvidas, para a formagdo do metabolito 4’-HFFH.

Yamazaki et al., (2001) e Komatzu et al., (2000) mostraram quantitativamente a diferenca na formacéo dos metabdlitos
incubando fenitoina com microssomas hepaticos de ratos e humanos. Em ratos o metabélito formado em maior quantidade
foi 0 3,4'-HFFH, seguido pelo3'-HFFH e 4'-HFFH. Para esse Gltimo metabdlito, a constante de velocidade de reacdo (Km) foi
igual 60 £ 8 mM e a velocidade maxima de metabolizacdo (Vmax) foi de 202 £ 12 pmol/min/mg de proteina microssomal
[33]. Em humanos, para o mesmo metabdlito, que nessa espécie é majoritario, os valores de Km e Vmax obtidos foram de 9
+5mM e 12 £ 1 pmol/min/mg de proteina microssomal.

Comparando-se as duas espécies pode-se observar que a velocidade de formagdo dos metabdlitos foi significativamente
maior em ratos, o que pode ser atribuido ao metabolismo acelerado em roedores em compara¢do com humanos. Sabe-se, por
exemplo, que o fluxo sanguineo hepético decresce quando se compara camundongos, ratos e humanos, reduzindo-se de 90,
para 55, para 21 mL/min/kg, respectivamente, enquanto o tempo de filtragdo glomerular reduz-se de 14 para 9, para 1,8
mL/min/kg, respectivamente. Esses valores indicam uma velocidade de biotransformagdo e excre¢do de xenobidticos mais
acelerada em roedores, o que é esperado em funcéo do ciclo vital de cada espécie (Pateman & Schwartz, 2004).

Os resultados observados por Yamazaki et al., (2001) e Komatsu et al., (2000) corroboram os resultados publicados por
Riley et al., (1988), que avaliaram o metabolismo do farmaco utilizando microssomas hepaticos de humanos e de
camundongos no qual observou-se uma maior velocidade de metabolizagdo do farmaco nos microssomas de camundongos,
com a formagao de metabdlito reativo, o que n&o foi observado em humanos. A ndo detec¢do do metabdlito reativo na fracéo
microssomal humana, provavelmente a quinona ou a semi-quinona obtidas nas uUltimas etapas da biotransformacdo do
farmaco, pode estar relacionada com a menor velocidade na biotransformacéo da fenitoina em microssomas humanos.

Em relacéo a biotransformacéo da fenitoina em roedores e humanos pode-se concluir que os mesmos metabdlitos séo
formados, por isoformas do CYP 450 distintas, com maior velocidade de formacao em roedores. Essa diferenga na velocidade
de formacdao entre as espécies animais resulta em uma quantidade diferenciada de cada metabélito formado para um mesmo
tempo de reagdo. No entanto, 0s resultados obtidos in vitro com microssomas de roedores foram capazes de prever a formacao
de espécie metabdlica reativa, a qual s6 foi observada em humanos com o uso crénico do farmaco, fenémeno provavelmente
relacionado a inducdo enzimatica proporcionada pela fenitoina. A anélise deste conjunto de dados indica que para a fenitoina,
os estudos pré-clinicos sdo capazes de antecipar a formagdo de metabolitos reativos responsaveis pelas reagfes de
hipersensibilidade em humanos, mesmo com a enzima responsavel pela formacdo do metabdlito sendo diferente entre as
espécies.

3. Metabolizagdo do Acido Valproéico

O acido valproéico (AV) é um farmaco anticonvulsivante com atividade antiepilética utilizado no tratamento de varios
tipos de crise, ocasionando pouca sedac¢do. Quimicamente é um acido graxo de cadeia ramificada (Rall & Scheleifer, 1990).
O AV é majoritariamente eliminado na forma de seus metabdlitos na urina e nas fezes, sendo pequena a quantidade excretada
de forma inalterada na urina. Em doses terapéuticas, a maior parte do AV é convertida no éster do acido glicurdnico, uma
parte é biotransformada através de metabolismo mitocondrial (B ou w-0xidagao), provavelmente através do sistema enzimatico
mitocondrial enddgeno de biotransformacéao de &cidos graxos (Levy, Wilensky & Anderson, 1992; Rall & Scheleifer, 1990).
Outro mecanismo, provavelmente envolvendo o CYP 450, produz os metabdlitos 3-OH-4cido valproico (3-OH-AV), 4-OH-
acido valpréico (4-OH-AV), 5-OH-acido valproico (5-OH-AV), acido 2-propil-2-pentenodico (2-en-AV), acido 3-propil-2-
pentendico (3-en-AV), além do metabdlito relacionado com hepatotoxicidade, o &cido 4-propil-2-pentendico (4-en-AV), cujas
estruturas sdo mostradas na Figura 2 (Rettie et al., 1987; Rettie et al., 1988; Schwartz & Pateman, 2004).
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Figura 2. Biotransformacéo do acido valpréico em humanos (Adaptado de Levy, Wilensky & Anderson, 1992).

O acido 2-propil-2-pentendico ou &cido 2-en-pentendico possui poténcia semelhante ao &cido valproico,
acumulando-se no cérebro durante o tratamento prolongado do farmaco e atuando no acimulo de GABA no sistema nervoso
central. Desse modo, observa-se a¢do anticonvulsivante do AV mesmo quando ndo séo detectadas concentra¢fes plasmaticas
do farmaco, provavelmente por acéo desse metabolito em nivel central (Ravindranath et al., 1998).

Rettie et al., (1987) identificaram metabolitos do AV a partir de experimentos em hepatdcitos de ratos incubando
microssomas hepaticos com o farmaco por 20 minutos. Os autores observaram a formagédo de 4-OH-AV na concentracao de
8746 + 893 pmol/nmol de CYP 450, 5-OH-AV na concentracdo de 771 + 36 pmol/nmol de CYP 450, 4-en-AV na
concentracdo de 84 + 8 pmol/nmol de citocromo CYP 450, sendo que 0 3-OH-AV néo foi detectado pelo método. Experimento
semelhante foi realizado com microssomos humanos por Sadeque et al., (1997), obtendo-se formagdo de 4-OH-AV (1390 +
76 pmol/nmol de CYP 450), 5-OH-AV (723 + 80 pmol/nmol de CYP 450) e 4-en-AV (78 + 8,6 pmol/nmol de CYP 450). A
presenca de outros metabolitos ndo foi investigada (Rettie et al., 1987). Embora as quantidades absolutas encontradas em
ratos sejam maiores que a humana para o metabolito 4-OH-AV, devido a fatores anteriormente comentados, para 0s
metabolitos 5-OH-AV e 4-en-AV a mesma quantidade formada foi encontrada entre as espécies. A formagdo do metabolito
hepatotoxico 4-en-AV poderia ter sido predita com o estudo pré-clinico da espécie roedora. A mesma ordem de formagéo
também é observada em termos de quantidade de cada metabdlito formado entre humanos e ratos (4-OH-AV > 5-OH-AV >
4-en-AV).

Rettie et al., (1988) também avaliaram a formagdo do metabdlito hepatotoxico 4-en-AV em microssomas hepéticos de
ratos machos Sprague-Dawley, de camundongos fémeas da espécie BALB-C, de coelhos fémeas da espécie New Zealand
White e de humanos, incubando-se o farmaco por 15 minutos. A quantidade de metabdlito formada em coelhos foi de 44,2 +
2,7 pmol/nmol CYP 450, em camundongos foi 18,3 + 3,1 pmol/nmol CYP 450, em humanos 24,6 + 7,7 pmol/nmol CYP 450
e em ratos foi 12,8 + 1,0 pmol/nmol CYP 450. Pode-se observar a quantidade de 4-en-AV formado foi préxima entre
camundongos e humanos, indicando que para esse metabélito, os estudos com hepatdcitos de camundongos foram capazes de
produzir o mesmo metabélito obtido em reacdes na presenga de hepatdcitos humanos e em quantidades semelhantes.
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Fisher et al., (1998) estudaram o metabolismo do &cido valpréico em microssomas hepéticos de ratos fémea da
espécie Sprague-Dawley, em microssomas de humanos e de coelhos da espécie New Zealand White. Apos a incubacao dos
microssomas com a substancia pregnenolona-16-[1-carbonitrila-PCN (indutora de CYP3A) em ratos, foram detectados os
metabdlitos 3-OH-AV (maior quantidade), 4-OH- e 5-OH-AV, 3-en-AV e 4-en-AV. Néo ocorreu formacéo significativa de
3-en-AV e 4-en-AV em microssomas hepaticos de humanos e de coelhos e em microssomos de figado de coelhos induzidos
com rifampicina (indutor de CYP3A). A formacdo de 3-en-AV em ratos da espécie Sprague-Dawley indica o envolvimento
da CYP3A na rota de metabolizagdo do acido valpréico nessa espécie animal.

Com o intuito de confirmar a participagao da isoenzima no metabolismo do &cido valproico, a CYP3A1 dos ratos foi
inserida em baculovirus e incubada com AV. Observou-se a formagdo dos metabolitos 3-OH-AV (19,3 £ 1,5 nmol/nmol/h),
4-OH-AV (4,3 £ 1,0 nmol/nmol/h), 5-OH-AV (0,76 + 0,04 nmol/nmol/h), 3-en-AV (0,38 + 0,04 nmol/nmol/h) e 4-en-AV
(0,12 + 0,01 nmol/nmol/h), confirmando os dados observados nos microssomas e mostrando o envolvimento especifico da
CYP3AL1 nessa biotransformacao.

Sadeque et al., (1997) avaliaram as enzimas envolvidas na biotransformacdo do AV no seu metabdlito 4-en-AV em
humanos. As enzimas recombinantes CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2E1, CYP3A4 e CYP3A5 foram inseridas em
cultura de células hepaticas HepG2 e incubadas com o farmaco. As enzimas que formaram quantidade detectavel do
metabdlito reativo foram as CYP2C9 e CYP2A6. Na biotransformacao do acido valpréico foram verificadas semelhancas em
relagdo a proporcéo dos metabdlitos formados entre humanos e roedores. Quanto & enzima responsavel pela formagéo do 4-
en-AV, néo foi observada semelhanga. Em humanos, identificaram-se as isoformas CYP2C9 e CYP2AG, enquanto que em
ratos, a CYP3AL esta envolvida (Fischer et al., 1998). Em relagdo ao tempo de formacdo do metabdlito reativo, os autores
relatam que ha maior velocidade em coelhos, seguida pelos camundongos, humanos e ratos. O conjunto desses dados indicam
que as espécies roedoras sdo mais apropriadas para estudos de metabolismo desse farmaco, mesmo que a enzima
metabolizadora seja diferente e as velocidades de formacéo sejam distintas entre as espécies.

4. Metabolizacdo da Carbamazepina

A carbamazepina (CBZ) é um farmaco anticonvulsivante utilizado no tratamento da neuralgia do trigémio, crises
tonico-clonicas generalizadas e em crises parciais ou complexas (Rall & Schleifer, 1990).

A biotransformagdo em humanos é catalisada pela CYP3A4 e em menor extensdo pelo CYP2C8 resultando
principalmente no seu metabolito ativo 10,11-epéxido-CBZ. Esse composto é tdo ativo quanto o farmaco e esta relacionado
com casos de toxicidade durante o tratamento. O 10,11-ep6xido-CBZ é metabolizado em moléculas inativas (33 metabélitos
ja foram identificados), que sdo eliminadas principalmente na urina na forma de glicuronideos (Figura 3) (Egnell, Houston &
Boyer 2003; Levy, Wilensky & Anderson, 1992; Rall & Schleifer, 1990).
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Figura 3. Biotransformacao da carbamazepina em humanos (Adaptado de Levy, Wilensky & Anderson, 1992).
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O metabolismo da CBZ em microssomas hepaticos de coelhos da espécie New Zealand White foi estudada por
Mesdjian et al., (1999). A avaliacdo da influéncia de diferentes indutores das enzimas CYP 450 na biotransformacao do
farmaco: troleandomicina, eritromicina e rifampicina (indutores de CYP3A), fenobarbital (indutor de CYP2B), 3-
metilcolantreno (indutor de CYP1A1) demonstrou que apés incubacdo dos microssomas com os indutores, apenas os indutores
da subfamilia CYP3A aumentaram o nivel de formacdo do metabolito ativo.

Em experimento semelhante, mas com incubacdo concomitante do farmaco e substratos das enzimas CYP2D6
(debrisoquina), CYP1A (teofilina), CYP2C (hexobarbital) e CYP2E (anilina, dietil diclorocarbamato) ndo foi observada
inibicdo do metabolismo da CBZ. Os inibidores da CYP3A (eritromicina, troleandomicina e nifedipino) inibiram a formacéo
do epdxido. Posteriormente, incubou-se os microssomas com CBZ e um anticorpo da enzima CYP3A6. Observou-se inibicao
na formacdo do epdxido, indicando ser essa enzima a responsavel pela formagao do 10,11-ep6xido-CBZ em coelhos. Desse
modo, tanto em humanos como em coelhos a subfamilia CYP3A esta envolvida na metabolizacdo da CBZ, sendo que a
isoforma ativa em coelhos é a CYP3A6 e em humano, a CYP3A4.

Tateishi et al., (1999) avaliaram o metabolismo da CBZ em ratos Sprague-Dawley submetidos ao tratamento com o
farmaco durante 7 dias. Apds o tratamento, os figados foram removidos e as fragdes microssomais analisadas. Foram
analisadas a inducdo das isoformas CYP1A, 2B, 2C6, 2C11, 2E1, e 3A2 por Western blot, Northern blot e imunoensaio. De
maneira geral, todas as enzimas mostraram inducdo na presenca de CBZ ap6s o periodo de tratamento, com exce¢do da
CYP2E1L. Na analise dos RNAm, a enzima que apresentou maior aumento foi a CYP2B RNAm (quantidade 10 vezes maior
em comparag¢do com as outras enzimas estudadas). A indugdo em maior extensdo pela CYP2B em ratos indica sua participacéo
no metabolismo do farmaco, ao contrario do observado em coelhos e humanos, que realizam a biotransfomagdo da
carbamazepina através de enzimas da subfamilia CYP3A.

Masubuchi et al., (2001) incubaram microssomas hepaticos de ratos Wistar com carbamazepina e substancias
metabolizadas por isoformas especificas do CYP 450, no intuito de elucidar as enzimas envolvidas na biotransformacao desse
farmaco. Incubando-se carbamazepina e bunitrolol (metabolizado por CYP2D), observou-se inibigdo competitiva no
metabolismo do bunitrolol, indicando que a metabolizacdo da carbamazepina nesses animais ocorreria devido a alguma
isoforma do CYP2D. Realizando-se 0 mesmo experimento com microssomas hepaticos humanos, mas incubando-se a
carbamazepina com propranolol (metabolizado por CYP2D6) ou com N-desisopropilpropranolol (metabolizado por
CYP1A2), observou-se inibigéo significativa no metabolismo do N-desisopropilpropranolol, indicando que a carbamazepina
seria metabolizada pela CYP1A2. Nesse estudo, ndo se observou relacéo entre as isoenzimas envolvidas na metabolizacéo da
carbamazepina entre essas duas espécies indicando que o rato ndo é a espécie mais adequada para estudos pré-clinicos de
metabolizagdo desse farmaco.

Em ratos Sprague-Dawley, foi citada anteriormente a participa¢do da CYP2B, em contraste com o envolvimento da
CYP2D6 no metabolismo da carbamazepina em ratos Wistar. Essa diferenga na enzima envolvida pode ser esperada, ja que
ha relatos que mostram diferenca no peso, tempo de vida e existéncia de tumores entre as duas espécies de ratos (Kishida et
al., 2008).

Os resultados desses estudos com diferentes espécies animais indicam que, de maneira geral, o coelho foi a espécie
animal com maior semelhanga metabolica com humanos, visto que em ambos ha metabolismo via CYP3A. Ambas as espécies
de ratos citadas ndo apresentaram semelhanca no CYP metabolizador do fa&rmaco e em relac&o a principal isoforma ativa em
humanos (CYP3A4), apesar de ser a espécie animal mais utilizada em fase pré-clinica de desenvolvimento de farmacos.

5. Metabolizacdo do Fenobarbital

O fenobarbital possui baixa toxicidade, custo e apresenta uma boa resposta clinica no tratamento da epilepsia (Rall
& Schleifer, 1990). Em humanos é metabolizado através de p-hidroxilagéo no anel fendlico gerando seu principal metabdlito,
o derivado p-hidroxifenilico, que é inativo. Uma fracdo significativa do metabdlito p-hidroxilado sofre glicuronidacdo. Essas
duas vias de metabolizacdo somam de 30 a 50% da dose administrada do farmaco. Outros metabélitos incluem a formacéo de
dihidrodiol e hidroxilag&o alifatica na cadeia etila (Figura 4).
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Figura 4. Metabolizacdo do fenobarbital em humanos (Adaptado de Shaisho, Tanaka & Nakahara, 2001).

Para avaliar a atividade enzimética do farmaco em humanos, incubou-se testosterona com hepatdcitos e também com
porcOes de figado. As atividades de testosterona 168 e 6B-hidroxilacdo foram determinadas como indicadores da atividade
das enzimas CYP2B6 e CYP3A4, respectivamente. Ambas enzimas apresentaram indugdo tanto em hepatécitos como nas
porcOes de figado. Quanto a indugdo génica, os genes responsaveis pela expressao dessas mesmas enzimas sofreram maior
inducdo com o fenobarbital, indicando que elas influenciam o metabolismo do fa&rmaco em humanos (Martin et al., 2003).

Martignoni et al., (2006) avaliaram o efeito do fenobarbital na expresséo génica das enzimas metabolizadoras em
camundongos da espécie CD-1. Apds tratamento por 3 dias com o farmaco, os figados foram excisados e fatias do tecidos
foram incubadas a fim de se obter cultura de células dos 6rgédos. Apos 24 horas de cultura, os RNAs das células foram retirados,
amplificados por PCR e analisados. Foram analisados os genes: cyplal, cypla2, cyp3all e cyp2b10. Observou-se aumento
significativo da expressdo génica da enzima CYP2B10 e da CYP3A11l em menor extensdo, indicando serem essas enzimas
as responsaveis pelo metabolismo do fenobarbital em camundongos.

O metabolismo do fenobarbital foi avaliado por Makino et al., (2009) em cées da raca Beagle. Nesse ensaio 0s
animais foram tratados durante 14 dias com o farmaco, sacrificados e tiveram seus figados removidos para analise gendmica
e prote6bmica. Foi observada a inducdo e expressdo dos genes cYP2B e 3A e através da anélise por Western-blot, observou-se
reagdo significativa entre os anticorpos anti-CYP2B11 e 3A12 e os microssomas, indicando serem essas as enzimas
responsaveis pela biotransformacdo do fenobarbital em cées.

Quanto as diferencas de metabolizacdo do fenobarbital entre as espécies investigadas, observa-se que as subfamilias
envolvidas na biotransformacéo do farmaco séo as mesmas para todas as espécies animais avaliadas (CYP2B e 3A). Apesar
de ndo haver dados de literatura indicando a proporcéo de cada metabdlito formada em cada espécie, os mesmos metabdlitos
sdo formados, com a participagdo das mesmas isoformas de CYP 450, indicado que qualquer das espécies estudadas
(camundongos e cdes) seria adequada para a previsdo dos metabélitos do farmaco esperados em humanos.

6. CONCLUSOES

Estudos pré-clinicos sdo necessarios para a previsdo do metabolismo de farmacos em humanos, entretanto, a sele¢do
adequada da espécie animal para o estudo de metabolizacdo pré-clinica deve ser criteriosa. Quando a espécie animal adequada
é selecionada, os metabdlitos que possuem potencial téxico podem ser antecipados na fase pré-clinica, como observado para
a fenitoina. A escolha incorreta da espécie animal, por outro lado, pode levar a previsdes inadequadas em relagdo ao tipo de
metabdlito ou suas quantidades formadas. Para os farmacos anticonvulsivantes, embora semelhangas qualitativas e
quantitativas tenham sido observadas em metabdlitos formados entre as espécies animais e em humanos para o acido valpréico
e para a carbamazepina, ndo se pode estabelecer um consenso sobre qual a espécie mais adequada para prever metabolitos em
humanos. Como alternativa ao uso de animais na etapa pré-clinica, a realizacéo de estudos in vitro com tecidos humanos tem
se mostrado promissora devido a previsibilidade dos resultados em relagdo a situagdo de uso do medicamento.
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