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Metabolisme de Xenobiotics

Els xenobiotics sobn compostos exogens als éssers vius, i encara que no formen
part de la seva bioquimica normal, s’ incorporen a les seves vies metaboliques.
Els xenobiotics entren a I"organisme per diferents vies: oral (p.o.), intravenosa

(i.v.) subcutania (s.c.), intramuscular (i.m.), respiratoria, etc.

Els xenobiotics es poden classificar segons el seu origen i segons els seus
efectes. Els organismes, per la seva part, han desenvolupat sistemes de

detoxificaxio per eliminar-los.

En aquest treball, s"estudien xenobiotics que tenen o estan desenvolupats per
tenir una activitat terapéutica (farmacs). Aquests compostos sén normalment de
naturalesa lipofilica, de forma majoritaria amb capacitat de difondre per les
membranes cel.lulars, encara que alguns interaccionen amb transportadors
especifics. Un cop dins de la cél.lula son normalment dificils d"eliminar. Per
aquest motiu, els organismes transformen els xenobidtics mitjancant processos

metabolics, i aixi faciliten la seva eliminacio.

En aquest procés de detoxificacio intervenen un conjunt d”enzims poc especifics
que reconeixen una amplia gamma de compostos. Les reaccions de metabolisme
d"aquests enzims s’anomenen reaccions de biotransformacié de fase I, i

reaccions de conjugacio o de fase Il.

En el present treball s"estudien les reaccions de fase I, que sdn processos
d’oxidacio, reduccio i hidrolisi que es donen a temperatura fisiologica. El
Citocrom P450, CYP450, és el principal complexe enzimatic encarregat de les
reaccions de fase I, i es caracteritza per la gran varietat de processos que poden

catalitzar aixi com la quantitat de substractes diferents que poden metabolitzar.
(ref. 1, ref. 2)

El CYP450

El CYP450 és una familia de pigments de naturalesa hemoproteica

(hemoproteina) que es troba a gairabé tots els organs i principalment al fetge.
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En general els CYP450 dels organismes eucariotes tenen un pes molecular entre
50 — 60 kD. La similitud en la seqléencia d"aminoacids entre els diferents
CYP450 és molt baixa, arribant a ser menor del 20% en molts casos. L extrem
C-terminal de la proteina presenta una conservacid de les sequéncies
d“aminoacids entre els diferents CYP450 més gran que a la regio N-terminal.
De forma general, la molécula de I"enzim esta constituida per una combinacid
de regions a-helix i de fulles fonamentalment a la regié de la proteina que
envolta el grup hemo, mentre que les regions més variables sén les que
corresponen als llocs d"ancoratge a la membrana del reticle endoplasmatic, o0 a
les regions d"unid i reconeixement de substractes. La part ancorada és una helix
hidrofobica propera a I’extrem N-terminal, i per aquest motiu, la major part de
la proteina es situa a la cara citosolica de la membrana. La regi6 del grup hemo
es correspon amb el centre catalitic de I’enzim, a on hi ha una transferéncia
d"electrons i de protons, que reudeixen 1i6 férric (111), Fe**, i formen I espécie

activada de I"oxigen.

A la estructura del grup hemo/centre catalitic hi ha I"atom de ferro (Fe) al
centre, i esta unit a quatre atoms de nitrogen de I"anell de porfirina (veure
Figura 1). El Fe té com a cinque lligand el grup tiol d"una cisteina, i el sisé

Iligand és una molecula d aigua.

Figural Estructura Quimica del Grup Hemo del CYP450

CH2 CHy
H H i H
CH> ¢ CHx CHa C l'.'ii'i;
' H H
Hal \]f}f\ € =CHy HECU\[}{ »C=CHy
b L] s | H \
HE P s CH H‘:Q re‘l— ’:H
%N o M SN N
Hac &VL\ A e Hzc% I pom
,.r
b — W
CHz |  CHo CHz |j  CH2
il e . .
COOH COOH CO0OH COOH
OXIDAT REDUIT

La Figura 2 mostra les etapes del cicle catalitic del CYP450:
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Uni6 del substracte (RH). A I"atom de ferro del centre actiu de I"enzim
que estd en estat oxidat (Fe**) se li uneix el substracte i es forma el
complexe enzim-substracte, que es relativament estable. La uni6 causa
una baixada del potencial redox que afavoreix la transferéncia d"un

primer electro.

Primera reduccié. EI primer electré ve transferit per l'enzim de
membrana NADPH-citocrom P450 reductasa, mitjancant la reaccio
d"oxidacié una molecula de NADPH a NADP. Veure Figura 3.

Unié de la molécula d’oxigen. A I'atom Fe®* se li uneix de forma
covalent una molécula d"oxigen, i es forma el complexe Fe®*-O,", que de

forma lenta passa a convertir-se en un complexe més estable, Fe**-O,".

Segona reduccid. Un altre electré transferit pel NADPH-citocrom P450

reductasa entra en el cicle i es forma el complexe Fe**-0,%.

Alliberament de la molecula d oxigen. El O,* reacciona amb 2 protons
del medi, es trenca I"enllag O-O i es forma una molecula d"aigua i el
complexe (FeO)*".

Formacié del producte (ROH). L atom d oxigen del complexe (FeO)**

es transfereix al substracte i I"oxida.

Alliberacié del producte des del centre actiu, que torna al seu estat

inicial.

Figura2 Cicle Catalitic del CYP450
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REDUCTASA

Els P450 catalitzen reaccions d’oxidacidé regio- i estero-especifiques a
temperatura fisiologica, i la seva funcio catalitica esta relacionada amb el

metabolisme de la majoria dels farmacs i d"altres xenobiotics.
(ref. 3, ref. 4, ref. 5, ref. 6, ref. 7, ref. 8, ref. 9)

Nomenclatura

La superfamilia dels P-450 és el conjunt d’isoformes CYP450 anomenades i
classificades segons la seva sequéncia d’aminoacids en les cadenes
polipeptidiques. S"anomenen amb les sigles CYP seguides d"un numero que
designa la familia, una lletra que identifica la subfamilia i un segon ndmero que

correspon al gen. Els enzims d’una mateixa familia tenen una similitud igual o



1112

Introduccio

major del 40% en la seqliencia d"aminoacids. Dintre d"una mateixa subfamilia,
han de tenir una homologia superior al 55% en la sequéncia d’aminoacids. |
dintre de les subfamilies es classifiquen en subsubfamilies quan les seqiiéncies

difereixen en més d"un 3% .

Tot i aixi, la classificacié segons I"homologia en la seqiiencia d’aminoacids no
té una relacio directa amb el tipus de reaccions que catalitzen, que poden

utilitzar substractes endogens i exogens.

En la rata, les principals isoformes involucrades en el metabolisme de
compostos exogens son les que s’estudien en aquest treball: CYP1ALl/2,
CYP2A1/2, CYP2B1/2, CYP2C11l, CYP2D1, CYP2E1l, CYP3Al/2 i la
subfamilia CYP2C que inclou les subsubfamilies CYP2C6, CYP2C7,
CYP2C11i CYP2C13.

(ref. 10)
Distribuci6 en Teixits de Rata

El complexe CYP450 esta distribuit en diferents organs de la rata: fetge,
ronyons, pulmo, intestins, glandula adrenal, testicles, pell, melsa i cervell. El
fetge pero, és on hi ha una major expressié. EI nimero d"isoformes del CYP450
en la rata, aixi com els al.lels que codifiquen per aquests CYP450 es troba
descrit a la pagina web, CytochromeP450 Homepage
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html).

Determinades formes CYP450 es troben expressades només en rates mascle,
mentre que daltres son especifiques de rata femella. L activitat CYP450 és
diferent segons el sexe, i sol ser molt més baixa en femelles que en mascles.
Aquesta diferéncia en I"activitat esta relacionada amb el cicle d"alliberacio de la
hormona del creixement (GH), entre d altres factors. L’edat, els estats
fisiologics, la dieta, aixi com les alteracions fisiopatologiques també poden

modificar I"expressio de les CYP450.

En el fetge de rata hi ha isoformes constitutives i isoformes que es poden induir,

i al mateix temps hi ha isoformes predominants en rates mascle, predominants

25
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en rata femella, i presents en els dos sexes sense diferencia. A la Taula 1 es
detallen les isoformes presents en rata Sprague Dawley mascle, que és I"animal

d"experimentacio utilitzat en aquest estudi.

Taulal Isoformes CYP450 Hepatiques Constitutives i No Constitutives en Rata, i la Seva

1.1.2

26

Especificitat

Isoforma Cl/Ind Especificitat
CYP1Al Ind N
CYP1A2 Ind F-d
Ccyp2Al ind Fd
CYP2A2 C M
CcypBl nd Md
CYP2B2 Ind M-d
Ccvpece nd N
CYP2C7 C F-d
CYP2C11 C M
CYP2C12 C F
CYP2C13 C M
CYP2C22 C M
CcvPpi ¢ Md
CCYP2El ind Fd
Ccypsal  ind Md
CYP3A2 Ind M

C/Ind: Enzim constitutiu / enzim que es pot induir
N : No especificitat depenent del sexe
F: Isoforma especifica de rates femella
F-d: Isoforma dominant en rates femella
M: Isoforma especifica de rates mascle

M-d: Isoforma dominant en rates mascle

Les isoformes més rellevants en abundancia sén: CYP2C11, CYP3A1/2, i
CYP2C13.

(ref. 10, ref. 11, ref. 12, , ref. 13, ref. 14, ref. 15)
Matriu : Microsomes Hepatics de Rata (RLM)

Els microsomes son petites vesicules que es formen per fragmentacidé quan

s’homogeneitza el fetge. Aquestes vesicules estan compostes de forma
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majoritaria per reticle endoplasmatic, principalment llis, i la resta son fragments
vesiculats de la membrana plasmatica, del complexe de Golgi, dels endosomes i
de les mitocondries. En mamifers, el complexe CYP450 pot arribar a ser fins el
20% de la proteina total del reticle endoplasmic en el fetge.

Els microsomes contenen un sistema generador de NADPH, que és un sistema
dirigit per I"'enzim NADPH-citocrom P450 reductasa, que com el CYP450, esta
ancorat a la cara externa de la membrana del reticle endoplasmatic mitjancant la
regié hidrofobica de I"extrem amino-terminal. Com s"ha vist a la Figura 2 i a la
Figura 3, la seva funcio és catalitzar el pas d'electrons del NADPH a la
CYP450. Els electrons intervenen en la reduccié del Fe** a Fe*, i en la
formacio de I'espécie activada de 1"oxigen que s’insereix dintre del substracte
oxidant-lo. L"esquema de funcionament es detalla a la secci6 5.2.3.

(ref. 1, ref. 2, ref. 8, ref. 16)

Substractes i Inhibidors Especifics

Substractes Especifics

Les isoformes de CYP450 presenten especificitat diferent pels substractes,
encara qué, la majoria de vegades es solapen, és a dir, els xenobiotics se solen
metabolitzar per varis CYP450. Només alguns compostos son “exclusivament”
metabolitzats per una isoforma o tenen un metabolit que es produeix Unicament
o de forma majoritaria per una isoforma (metabolit isoforma-especific). Aquests
son els compostos que es fan servir per la caracteritzacio de les activitats de les

isoformes CYP450 al laboratori.

Els substractes especifics que es fan servir en aquest estudi sén la clorzoxazona
(CZX), el dextrometorfa (DEX), I"etoxiresorufina (ERO) i la pentoxiresorufina
(PRO) que son especifics pels CYPs 2E1, 2D1, 1A1/2 i 2B1/2, respectivament,
i la testosterona (TST) és substracte especific dels CYPs 2A1/2, 2C, 2C11 i
3A1/2.

Caldria senyalar que tots els CYP450 tenen la caracteristica de metabolitzar per
hidroxilacio la TST, excepte el CYP2ELl. En aquest treball, la TST és el

substracte especific seleccionat per I'estudi de Iactivitat del CYP2C,
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CYP3A1/2 i CYP2A1/2. Les isoformes del grup de les CYP2C i la CYP3AL1/2,
metabolitzen la TST per hidroxilacié en la posicié 63, tenint en compte pero,
que per la CYP3AL1/2 suposa la principal via d hidroxilacié. EI CYP2C11 es
caracteritza per hidroxilar la TST principalment posicidé 2a, encara que també
I"hidroxila en posicio 16a, com diferents isoformes de la subfamilia CYP2C. El
CYP2A1/2 hidroxila la TST en posicid 7a. Veure Taula 2.

(ref. 4)
Inhibidors Especifics

Es defineix com inhibidor especific, aquella molécula que a la concentracié en
la que inhibeix el 50% de I activitat d"una isoforma CYP450, és unes 100

vegades mes petita que la concentracié necessaria per inhibir una altra isoforma.

Els inhibidors en general actuen de forma reversible o bé de forma irreversible o
quasi-irreversible. En la primera forma, i sense haver practicament metabolisme
de la molécula, I"inhibidor competeix pel centre actiu de I'enzim (inhibicid
competitiva); inhibidor i enzim s uneixen a llocs diferents de I"enzim (inhibicid
no competitiva); I"inhibidor només suneix a I’'enzim quan aquest ja esta unit al
substracte (inhibicié acompetitiva). En la segona forma, I"inhibidor s’uneix de

forma que no se separa del centre actiu de I"enzim i el blogueja.

En general, els substractes especifics i els inhibidors especifics s”utilitzen com a
eines que s’utilitzen per a demostrar la implicacio d"un determinat CYP450 en

una reaccio.

Els inhibidors especifics s”utilitzen en aquest estudi per fer les proves de control
negatiu dels experiments, i sén els que es mostren a la Taula 2 de la seccid
4.14.

(ref. 17)

Anestesics i Analgesics
Quan s’elabora un protocol experimental per I'estudi del metabolisme d"un
farmac per CYP450 en fetge de rata de laboratori, s"han d’avaluar les

interaccions potencials dels anestesics/analgesics administrats a la rata per
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iniciar el procés quirdrgic. Es important considerar els efectes de

I"anestesia/analgesia, entre d"altres factors com el procediment quirdrgic.

Una bona anestésia/analgesia és imprescindible pel benestar de I"animal, i s"ha
de considerar durant tot el procés experimental, encara que el procediment
finalitzi amb el sacrifici de I"animal. Al mateix temps, per seleccionar els
anestésics/analgesics que es faran servir, s"haurien de coneixer els possibles
efectes d’aquests sobre el metabolisme del farmac a estudiar per poder
interpretar correctament els resultats obtinguts. Dels anestesics i analgesics
utilitzats en el present estudi existeixen poques dades sobre les seves
interaccions amb el complexe CYP450 hepatic, i aquesta informacid, és la que

es pretén obtenir en el present treball.

A continuacid es descriuen els analgesics i anestesics que s utilitzen, i que es
fan servir més freqiientment en I’experimentacié animal. A la descripcio de
cada farmac, s afegeixen les dades publicades en estudis realitzats in vivo en

rata o in vitro en els RLM.

Ketoprofe, KT

El KT (Figura 4) és un analgésic NSAID (farmac antiinflamatori no-esteroidal)
derivat de lacid (2-(3-Benzoilfenil)propanoic, que conté un grup quiral.
S administra normalment com a barreja racémica (50:50) dels enantiomers (S) i
(R). L enantiomer (S) és I'isomer amb més activitat farmacologica, I"isomer (R)

té poca o cap activitat farmacologica.

En rata, el KT selimina inalterat principalment conjugat per via biliar (87%), i
la resta en orina (11%). Només una part poc significativa del KT administrat

s”hidroxila per després eliminar-se.

Les concentracions trobades en plasma de rata estan entre els 100 i 300 pug/ml
després de |"administracié d'una dosi de 10 mg/kg per les vies i.p. i i.v.,

respectivament; i la unié a proteines plasmatiques esta al voltant del 97%

(£,=0.029).
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Figura4 Estructura Quimica del Ketoprofe (KT)

CO0H

(ref. 18, ref. 19, ref. 20, ref. 21, ref. 22)

Ketamina, KTA

La KTA ((£)-2-(2-clorofenil)-2-(metilamino)ciclohexanona clorhidrat, Figura 5)
és un anestésic que proporciona a més una profunda analgésia. Es una molécula
quiral que es disposa normalment com una barreja racémica (50:50) dels
isomers (R) i (S), i que presenta una enantioselectivitat farmacocinetica i

farmacodinamica aixi com diferents propietats d"absorcié i metabolisme.

La norketamina (N-desmetilacio de la KTA) és el principal metabolit i
representa aproximadament un 26% de la KTA metabolitzada pels RLM. La

KTA i els seus metabolits s"eliminen com a conjugats en orina i en bilis.

Les concentracions maximes trobades en plasma de rata, després de
I"administracio d"una infusié de 10 mg/kg/min durant 5 min, estan al voltant de
10 ug/ml, i la uni6 a proteines plasmatiques de rata esta al voltant del 38%

(fraccio no unida, f,=0.62).

Figura5 Estructura Quimica de la Ketamina (KTA)

O

HN
Cl ™

(ref. 23, ref. 24, ref. 25, ref. 26, ref. 27, ref. 28, ref. 29, ref. 30, ref. 31, ref. 32,
ref. 33, ref. 34, ref. 35, ref. 36, ref. 37, ref. 38)
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Buprenorfina, BN

La BN ([50,70(S)]-17-(ciclopropilmetil)-a-(1,1-dimetiletil)4,5-epoxi-18,19-
dihido-3-hidroxi-6-metoxi-a-metil-6,14-etenomorfinan-7-metanol clorhidrat,

(Figura 6) és un potent analgésic derivat de I"alcaloide de la morfina, la tebaina.

Després de la seva administracio s”elimina principalment inalterada i conjugada
(glucuronoconjugada) en la bilis. Una petita part de la BN és desalquila al fetge
(norbuprenorfina) i després s elimina conjugada en bilis. L"eliminacié en bilis
és aproximadament del 90% de la dosi administrada.

Les concentracions trobades en plasma de rata després de I"administracio estan
entre 0.01 i 5 pg/ml després de I"adminitracid i.v. de les dosi de 0.008 i 3
mg/kg, respectivament. Els valors d"unié a proteines plasmatiques determinats
in vitro, son de 88.9% i de 95.3% a concentracions de BN de 0.2 i 5 ng/ml,
respectivament. Els valors trobats d"unié a proteines en experiments in vivo son
de 34.7% i de 5.3% a concentracions (en plasma) de BN de 0.46 i 0.82 ng/ml,

respectivament.
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Figura 6 Estructura Quimica de la Buprenorfina (BN)

(ref. 39, ref. 40, ref. 41, ref. 42, ref. 43, ref. 44, ref. 45, ref. 46)
Fentanil, FEN

El FEN (N-fenil-N-[1-(2-feniletil)-4-piperidinil]propanamida citrat, Figura 7 és
un opioide sintétic que es fa servir en procediments quirdrgics que necessiten

anestesia.

El FEN es metabolitza principalment en el fetge, i es forma com a metabolit
majoritari el norfentanil (N-desalquilaci6 del FEN). Esta publicat que el
CYP3A1/2 és I'enzim responsable de la formacié del norfentanil a partir del
FEN incubat en RLM. De la mateixa manera, s"ha descrit que el FEN inhibeix o

interacciona amb el CYP2D1 quan s incuba amb els RLM.

La concentracié trobada en plasma de rata despres de I"administracio d"una dosi

de 50 pg/kg per via i.v., és de aproximadament de 0.15 pg/ml, i la uni6 a

proteines plasmatiques de rata esta sobre el 83% (f,=0.17).
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Figura 7 Estructura Quimica del Fentanil (FEN)
M
Hj\j\
M

(ref. 47, ref. 48, ref. 49, ref. 50, ref. 51, ref. 52, ref. 53, ref. 54)

Xilacina, XYL

La XYL (2-(2,6-dimetilfenilamino)-5,6-dihidro-4H-tiacina clorhidrat) és un
agent sedatiu i analgésic, analeg de la clonidina, que actua com a depressor del
sistema nervios central (SNC). S’utilitza en animals com a tranquil.litzant i
relaxant muscular, i s’administra normalment en combinacid6 amb altres

anestesics com la KTA.

Després de l"administracié aproximadament el 70% de la dosi s"elimina en
orina (el 8% de forma inalterada) i el 30% en femta, i no sembla que hagi
recirculacié enterohepatica perque I"eliminacié biliar és comparable a la de la
femta. EI metabolit majoritari (N-(2,6-dimetilfenil)tiourea) és un 35% de la dosi
administrada, i els productes finals del metabolisme son el sulfat inorganic i el
CO..

La concentraci6 maxima trobada en sang de rata després de |I"administracié

d"una dosi de 20 mg/kg per via i.m., és de 18 pg/ml.

Figura8 Estructura Quimica de la Xilacina (XYL)
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(ref. 55, ref. 56, ref. 57, ref. 58, ref. 59, ref. 60)

Interaccions Farmacologiques en el Metabolisme del Complex CYP450

Hepatic

Les interaccions farmacologiques, farmacocinétiques i farmacodinamiques, es
produeixen quan es modifica |I"efecte d"un farmac per I"administracié conjunta
amb un altre farmac. Les interaccions farmacocinetiques a nivell del
metabolisme del CYP450 es divideixen en interaccions enzimatiques per
inhibicié o per induccié. Quan s’inhibeix el funcionament del CYP450 pot
augmentar |"exposicié plasmatica al farmac i potser donar toxicitat; i quan
s“indueix el funcionament, pot disminuir la concetracio plasmatica i potser no

arribar als efectes terapéutics desitjats.

Els anestésics i els analgesics s"administren de forma simultania amb farmacs
que s’estudien en rates de laboratori, i |"administracidé concomitant d"un
anestésic/analgésic amb la molecula objecte d"estudi, podria alterar la disposicio

i donar el que s"ha anomena una interaccié metabolica entre farmacs.

Com hem vist abans, les inhibicions enzimatiques es classifiquen de forma
global en reversibles i irreversibles. Les reversibles es caracteritzen per ser
concentracio/dosi-dependent, d’inici rapid i transitories, perqué es recupera la
capacitat metabolica de I’'enzim quan selimina I"inhibidor. Son les principals
causants de les interaccions farmac-farmac. Les interaccions irreversibles son
dosi i temps-dependents, sén reaccions dinici lent i I"'enzim no recupera la seva
capacitat metabolica. Existeixen varis tipus d’inhibicid reversibles:

Competitiva, No Competitiva, Acompetitiva i Mixta.

Davant la pregunta si un farmac pot alterar per inhibicié el metabolisme per
CYP450 d'un altre, s haurien d’identificar els isoenzims responsables del

metabolisme de cada farmac.

De la mateixa manera, el més important és tenir en compte si aquesta interaccio
in vitro es donaria in vivo. Per aix0, es comparen les concentracions

plasmatiques terapeutiques del farmac “inhibidor”, amb la constant d’inhibicio

relativa a I"'enzim (K;j). Si la concentracio en plasma eés més gran que la K;,
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existeix una possibilitat que es donin interaccions. Si per contra, les
concentracions plasmatiques son més baixes que la K;j, és bastant probable que

no es donin.

(ref. 61, ref. 62, ref. 63, ref. 64, ref. 65, ref. 66, ref. 67, ref. 68, ref. 69, ref. 70)
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OBJECTIU

En el present treball es determinen les interaccions potencials per inhibicid
en lactivitat dels principals CYP450 hepatics en la rata, per alguns
anestésics i analgesics (Ketoprofe, Ketamina, Buprenorfina, Fentanil i
Xilacina). L estudi es porta a terme mitjangcant experiments in vitro en un
sistema d’incubacions en microsomes de fetge de rata. Les isoformes on
s’estudien les possibles interaccions en la seva activitat son: CYP1AL1/2,
CYP2A1/2, CYP2B1/2, CYP2C, CYP2C1l, CYP2D1, CYP2E1l i
CYP3AL/2.

Per assolir aquest objectiu global, es va obtenir i caracteritzar el sistema
experimental (microsomes de fetge de rata), es van posar a punt sistemes
analitics per avaluar les cinetiques enzimatiques, i es van desenvolupar

models cinétics pel tractament de les dades experimentals.
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Per aconseguir I"objectiu global, es van dissenyar una série d"experiments in

vitro que es detallen a continuacio:
I. Obtencio dels RLM.

Es va procedir a I"extraccio dels fetges de les rates, i després amb ells es van
obtenir suspensions de microsomes. EI metode de precipitacié amb calci i el
metode d"ultracentrifugacio son els dos processos que es van fer servir per
obtenir els diferents lots de RLM.

Il. Caracteritzacio del sistema experimental.

Una vegada obtinguda la matriu experimental, els RLM, aquesta es va
caracteritzar per obtenir informacié de la seva funcionalitat metabolica. Les
proves de caracteritzacid van ser les habitualment establertes per aquestes

matrius:

a) Es va mesurar la quantitat de proteina microsomal per ml de

suspensio de microsomes.

b) Es va determinar la concentracié del CYP450 total de cada

lot de microsomes.

c) Es va determinar I"activitat de la NADPH-CYP450 reductasa

de cada lot de microsomes.
I1l. Metodologia analitica.

Els metabolits formats en cada reaccio especifica es van quantificar per
HPLC amb deteccié UV o fluorescencia. Per aquesta rad, es van posar a

punt metodes analitics, per cada reaccio especifica.

IV. Linealitat en la produccié de metabolit especific en funcié de la

concentraciod de proteina i del temps d”incubacio.
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A continuacid, es va estudiar la linealitat de la produccio de cada metabolit
provinent de cada substracte CYP-especific, en funcio de la concentracio de
proteina microsomal i en funcié del temps d’incubacié. Aquestes dos proves
es van repetir de forma individual per a cada isoforma CYP450 amb el seu
substracte especific, amb la finalitat de seleccionar una concentracié de
proteina i un temps d"incubacio per posteriorment procedir a I"estudi cinétic.
La regressio lineal simple va ser I"equacio utilitzada per ajustar a les dades
obtingudes dels experiments.

V. Cinética enzimatica.

L estudi cinétic va consistir en la realitzacio d’una série d"incubacions de
RLM a concentracions creixents de substracte especific. Tot aix0 preparat a
la concentracié de la proteina microsomal i al temps d’incubacié fixats
segons els resultats obtinguts al punt anterior (punt 1V). El procediment es

va repetir de forma individual per a cada isoforma CYP450.

Les equacions de Michaelis-Menten (M-M) i de Hill es van utilitzar per
ajustar les dades obtingudes dels experiments. Els parametres Ki, i Viax que

son els que defineixen la cinética d’un enzim, es van determinar per a

cadascuna de les isoformes CYP450 de I"estudi.

VI. Estudi in vitro d"inhibicio6 de les isoformes CYP1A1/2, 2A1/2, 2B1/2,
2C, 2C11, 2D1, 2E1i 3A1/2 per la KTA, el KT, laBNiel FEN i la
XYL.

Una vegada caracteritzat el sistema experimental es van dissenyar els
experiments per estudiar la inhibicio del CYP450 pels farmacs anestesics i

analgesics.

Es van obtenir els parametres d”inhibicio K; i ICsq (concentracid d”inhibidor

que disminueix l"activitat maxima d"un enzim a la meitat). El valor de la K;
es va determinar utilitzant tres métodes diferents per comparar entre els

valors obtinguts:
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A. Métode de regressions no-lineals simultanies,
SNLR. Que inclou el desenvolupament de models

d’inhibicié no descrits en bibliografia.
B. Metode de la “Kp app”

C. Metode "ICsp-to-K; Converter”

VII. Unid no-especifica a proteines microsomals.

De forma paral.lela es va determinar la unio no especifica dels farmacs als

microsomes. Per aix0 es va determinar la fraccié no unida a proteines
microsomals, fy mic. El fu mic €S un factor de correcci6 que es multiplica pels
valors de les K; per obtenir els valors de Kj no unida. Es van utilitzar dos

tecniques per obtenir aquest factor: la técnica o metode experimental in vitro
(per la KTA) i la técnica o métode in silico (per tots els farmacs inclosa la
KTA).

VIII. Predicci6 de potencials interaccions in vivo.

Per determinar la possibilitat d’interferéncia del anestesic/analgesic en el
metabolisme del farmac en estudi, es van comparar els valors de K;

obtinguts amb les concentracions plasmatiques terapéutiques en rata, aixo es

va fer utilitzant el calcul indicat en la directriu d"interaccions de la FDA.
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Material

MATERIAL
Material i Equips Generals
Anestesics

La barreja racémica de la KTA clorhidrat va ser amablement proveida per
Chemo Iberica, S.A. La XYL clorhidrat va ser subministrada per Sigma-
Aldrich Co.

Analgeésics

El KT, el FEN citrat i la BN clorhidrat van ser proveits per Sigma-Aldrich
Co.

Matrius

Els RLM utilitzats van ser els lots 008HRSDMC, 009HRSDMC,
010HRSDMC i 029HRSDMC preparats a partir de “pools” de diferents

animals per aquest treball.
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Taula2 Reactius: Substractes i Metabolits Especifics, Estandards Intern i Inhibidors

Especifics Utilitzats en les Reaccions del CYP450.

- nom pes proveidor prova CYP
molecular
clorzoxazona 169.57 CYP2E1
dextrometorfa 370.32 CYP2D1
Substracte etoxiresorufina 241.24 Sigma CYP1A1/2
especific pentoxiresorufina 283.32 CYP2B1/2
CYPs2A1/2, 2C,
testosterona 288.42 2C11 i 3AL/2
6-hidroxiclorzoxazona 185.56 Sigma CYP2E1
Metabolit dextrorfa- D_—tartrat 407.46 RBI CYP2I_31
estantard |- - - --- resorufina ____ | _213.19 _ [ Sigma_|_ ___CYPIA1/2i2B1/2 ___
i Sy
referéncia | 6-B-hidroxitestosterona 304.42 Sigma CYP2AL/2
CYP2C
5-clorooxiindol 167.59 Sigma CYP2E1
N levalorfa 433.49 RBI CYP2D1
Esitnatr;‘:srd 4-metil-7-hidroxicumarina| 176.17 | Sigma ccvfpl,;%/iz 22é/2
. S , 2C,
dexametasona 392.46 Sigma 2C11 i 3AL/2
dietilditioncarbamat 225.31 CYP2E1
quinidine 378.89 CYP2D1
a-naftoflavona 272.3 CYP1A1/2
Inhibidor orfenadrina 461.5 Sigma CYP2B1/2
especific sulfafenazol 314.36 CYP2C
cimetidina 252.34 CYP2C11
cumarina 146.14 CYP2A1/2
troleandomicina 813.97 CYP3A1/2

Els reactius utilitzats per crear un sistema generador de NADPH a totes les
incubacions amb RLM consistia en: La B-nicotinamida adenina dinucleotid
fosfat (B-NADP), la dextro-glucosa-6-fosfat (D-G-6P), i I'enzim glucosa-6-
fosfat deshidrogenasa (G-6P-DH) obtinguts de Sigma Aldrich Co., i el
clorur de magnesi hexahidratat (MgCl,)-6H,0 obtingut de Merck Co.

Els altres reactius i solvents utilitzats eren d"alta puresa quimica i

comercialment disponibles.

4.1.5 Solvents i Productes per Solucions Reguladores del pH

e Aigua (Milli-Q)
e Sodi dihidrogenfosfat monohidrat (Merck)
e Disodi hidrogenfosfat dihidrat (Merck)
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Material

Tris-hidroximetil aminometa (Merck)

Acid clorhidric al 37% (Merck)

Acetonitril per HPLC (SDS, Panreac)

DMSO (Merck)

Metanol per HPLC (Panreac)

Acid acétic glacial (Merck)

Cromatografia Liquida d”Alta Resolucié (HPLC)

- Sistema de cromatografia HPLC composat per:

- Sistema bomba-injector 2695 Separation Module (Waters)

- Detector espectrefotométric de doble longintud d’ona 2487

(Waters)
- Sistema de cromatografia HPLC composat per:

- Bomba M600 (Waters)

- Detector espectrofotomeétric de doble longintud d"ona 2487

(Waters)

- Sistema mostrejador Prospeckt Marathon (Spark-Holland)

- Columnes:
e Supelcosil (LC-18DB) (150 x 4.6 mm, 5 um ,Supelco)
e Xterra RP18 (150 x 4.6 mm, 5 um, Waters)
e Symmetry C18 (150 x 4.6 mm, 5 um, Waters)

Equips Varis

e Bany termostatic amb agitacio Unitronic-Orbital (Selecta)
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e Bany termostatic sec amb agitaci6 Thermomixer compact

(Eppendorf)
e Congeladors -20°C, -80°C.
e pH-metre (Methrohm)

e Balances analitiques (Mettler)

Centrifugues refrigerades (Sorvall, Eppendorf)
Material per I"Extraccio de Fetge i I’Obtencié de RLM

Material quirargic divers en el procediment per |'extraccio de fetge i

I"obtencid de microsomes.

Homogenitzador de teixits “Potter-Elvehjem”
Centrifuges refrigerades Sorvall SA-600 i Sorvall RC28S
Rotor Sorvall F-28/36
Animals

Rates mascle Sprague-Dawley d"entre 8 i 16 setmanes d edat en el moment

de la seva utilitzacio.

Caracteritzacio Funcional dels Lots de RLM
Determinacio de la Concentracio de Proteina Microsomal
Total Protein Kit, Sigma-Aldrich Co.

Espectrefotometre Multiskan Spectrum (Thermo Electron)
Determinacio del Citocrom P450 en RLM

Ditionit sodic proveit per Aldrich Co.

Bombona de monoxid de carboni (CO) amb manoreductor i valvula de

precisio, i localitzada dintre d"un sistema d"extraccio d aire.
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4.5

4.6

4.7

Material

Espectrefotometre Multiskan Spectrum (Thermo-Electron).
Determinacio de I"Activitat NADPH-CYP450 Reductasa en RLM
NADPH (Sigma-Aldrich, Co.)

Citocrom C forma ferrica (Sigma-Aldrich, Co.)

Espectrefotometre Multiskan Spectrum (Thermo-Electron).
Cinétiques Enzimatiques

Reactius especificats a la Taula 2 de la seccio 4.1.4., excepte els inhibidors
especifics.

Reactius utilitzats per crear un sistema generador de NADPH, especificats a
la secci6 4.1.4.

Estudi d"Inhibicié In Vitro de les CYP1A1/2, 2A1/2, 2B1/2, 2C, 2C11,
2D1, 2E1i 3A1/2 per laKTA, la XYL, el KT, laBNiel FEN

Reactius especificats a la Taula 2 de la secci6 4.1.4.

Reactius utilitzats per crear un sistema generador de NADPH, especificats a

lasecci6 4.1.4.

Determinacié de la Uni6 In Vitro de la KTA a Proteines Microsomals.
Model In Vitro

Sistema generador de NADPH (secci0 4.1.4).
Centrifree YM-10.

Es van preparar dos tipus de matrius per fer aquest estudi: les mostres de

microsomes de fetge de rata (RLMS) i la matriu filtrada (FMS).

Les RLMS estaven compostes per RLM a una concentracié de proteina

microsomal de 1 mg/ml en el volum final en solucié tampo fosfat sodic 100
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mM pH 7.4, i en preséncia de D-G-6P 4 mM, G-6P-DH 2 U/ml i MgCl, 5
mM.

Les FMS es van preparar a partir d"aliquotes de RLMS filtrades en tubs
Centrifree YM-10 a 5000 xg durant 1 h a 25°C.

Programes Informatics

Programa Millenium 32 v3.05.01® (Waters), controlador del sistema
cromatografic HPLC.

Programa Empower 2® (Waters), controlador del sistema cromatografic
HPLC.

Programa Skanlt®, controlador del espectrefotometre Multiskan

Programa  WinNonlin®, programa de tractament de dades

farmacocinetiques i farmacodinamiques.

Programa NCSS®, tractament estadistic de dades.



5.1

Métodes

METODES
Procediment per |I"Extraccio de Fetge de Rata i I'Obtencié de RLM

Les rates es van sometre a deju (amb accés a aigua de beguda)
aproximadament 18 hores abans comencar el procés.

Els animals es van sacrificar mitjancant concussié i dislocacié cervical.
Durant el procediment sempre es va controlar i anotar I"hora de sacrifici,
extraccio, inici de perfusio / final de perfusio, temps d’isquémia calenta i
freda de I"0rgan, amb I"objectiu de normalitzar el procediment.

Una vegada sacrificats els animals, es va procedir rapidament a realitzar una
laparotomia per la linia alba seguida de seccions transversals caudals dels
arcs costals i de la paret de I"area caudal de I"abdomen. Per accedir al torax
es va extreure l'esternum mitjancant talls als dos costats d"aquest, en
direccio cranial. Es va retirar I"estérnum en direccio cranial i es va seccionar

a la base.

La perfusio es va realitzar en algunes rates in situ i en altres en I"organ aillat.
Per aillar I"0rgan es va procedir a seccionar els vasos de 1"0rgan i qualsevol
altre element sense alterar el mateix. Rapidament el fetge es va netejar i es
va col.locar aillat en un bany fred de serum fisiologic. Seguidament es va
col.locar una branula a I"arteria porta i es va iniciar la perfusié. El temps

maxim de perfusio va ser de 5 minuts.

Una vegada finalitzada la perfusié es va traspasar I"0rgan a una altra cubeta
gue contenia gel i solucio freda de serum fisiologic per la neteja de tot teixit
accessori. Finalment es va pesar I"organ abans de comencar la produccio de

microsomes.
Homogenitzacio

L organ recent obtingut, es va trossejar en una placa de Petri situada a sobre
d"una safata amb gel. Els fragments, de 2-3 g de pes, es van submergir en
uns mililitres de solucio tamponada de Tris.HCI 50 mM pH 7.4 que contenia

KCI 154 mM. A continuacid, es van introduir en el tub a on es van
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homogenitzar amb el sistema “Potter-Elvehjem”. Una vegada homogenitzat,
es va buidar el contingut en un recipient que contenia un 80% de Tris.HCI
50 mM pH 7.4 amb KCI 154 mM.

Obtencio6 de la fraccié post-mitocondrial

L"homogenitzat es va centrifugar a 10.000 x g durant 20 min a 4°C. Al final
de la centrifugacio es va descartar la capa lipidica superficial i es van

recol.lectar acuradament els sobrenedants (fraccio post-mitocondrial).
Obtenci6 de la fraccié microsomal
A. Metode de precipitacio amb Calci

A la mateixa proveta es va afegir una solucié freda de clorur calcic 88 mM
en una proporcié de 100 ul per cada ml de sobrenedant post-mitocondrial.
Es va transvasar la solucié a un got de precipitats, es va agitar i es va
mantenir durant 10 min en una safata amb gel. Al final d"aquest periode es
va tornar a centrifugar a 26.400 xg durant 15 min. El sobrenedant obtingut
es va descartar acuradament. Es va resuspendre el sediment i es va repetir
I"operacié a 26.400 xg durant 15 min a 4°C. Per segona vegada es va
descartar el sobrenedant i el sediment final es va resuspendre en solucio
tampo Tris.HCI 50 mM pH 7.4 amb KCI 154 mM.

B. Metode d” ultracentrifugacio

Es va centrifugar la fraccio post-mitocondrial a 100.000 x g durant 60 min a
4°C. Despreés de la centrifugacio es va descartar el sobrenedant (fraccio del
citosol) i es va resuspendre el sediment amb Tris.HCI 50 mM pH 7.4 amb
KCI 154 mM.

En tot moment el procés es va mantenir la matriu en fred (en safata amb

gel).

(ref. 73, ref. 74)
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Métodes

Caracteritzacio Funcional dels Lots de RLM

Procediment per la Determinacio de la Concentracio de Proteina

Microsomal

Una vegada obtinguda la fraccié microsomal del fetge de rata es va mesurar
la concentracio de proteina microsomal. La mesura es va fer mitjancant el
meétode colorimetric “Micro Lowry, Onishi & Barr Modification” (Total
Protein Kit, Sigma-Aldrich Co.) que presenta un maxim d absorcio a 725

nm.

Es va determinar la concentracio de proteines a dos dilucions de la mostra:

1:251i 1:50, tal i com s’indica a la secci6 6.1.1.

Figura9 Cicle de la Reacci6 del Biuret amb el Métode Folin-Lowry per la Determinacié de la

5.2.2

Concentracio de la Proteina Microsomal.

Proteina——» Proteina — Cu?* Proteina — Cuz*
ﬂ reduida }g oxidada
Reactiu
del Biuret Reactiu Reactiu
del Folin del Folin
(groc) (blau)
(ref. 75)

Procediment per la Determinacio de la Concentracié de CYP450 en RLM

El métode per quantificar el CYP450 en microsomes es basa en la mesura
de I"espectre d"absorcid per la forma reduida del CYP450, que és la forma

disponible per la uni6 del substracte.

En aquest procediment, el monoxid de carboni (CO) és la moléecula que
s’uneix al ferro en forma reduida per formar un complexe Fe®*-CO, i que
presenta un maxim d“absorcio del grup hemo a 450 nm. Aquesta propietat
és precisament la que li va donar origen al nom de P-450, pigment (P) que
absorbeix la [lum a 450 nm. D aquesta manera, el CO s uneix amb una gran
afinitat i impedix la unidé i l"activacié de I’oxigen molecular, i en

conseqliencia, s inhibeix de forma reversible I"activitat enzimatica del P450.
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Es van preparar suspensions de microsomes a una concentracio de proteina
microsomal de 0.25 i 1 mg/ml en soluci6 Tris.HCI 50 mM pH 7.4 : glicerol
(80:20). A continuacio, es va reduir el CYP450 afegint una petita quantitat
de ditionit sodic a les solucions preparades i es van fer lectures d"absorcio
des de 400 nm a 500 nm. Després es va bombollejar la mostra amb CO
durant 1 min, i finalment es va fer una altra serie de lectures d"absorcio des
de 400 nm a 500 nm. Aquesta lectura es va repetir per a cada concentracio

de suspensio de microsomes (n=2), segons es descriu a la secci6 6.1.2.

Aixi doncs, la quantificacio déna informacié de la concentracié d’enzim

CYP450 que es pot esperar en els diferents lots de RLM.
(ref. 76, ref. 77, ref. 78, ref. 79, ref. 80, ref. 81, ref. 82, ref. 83)

Procediment per la Determinacié de [ Activitat NADPH-CYP450
Reductasa en RLM

La NADPH-CYP450 reductasa és I’enzim que intervé en el cicle catalitic
del CYP450 transferint els electrons des del NADPH fins el grup hemo del
CYP450, i per tant la seva activitat és un factor limitant del funcionament

del complexe. L esquema de funcionament es mostra en la Figura 10.

Els electrons son transferits des del NADPH al grup hemo del CYP450 en
varies etapes. Primer el NADPH cedeix els electrons al cofactor flavina
adenina dinucleotid (FAD) que es converteix en a flavina mononucleotid
(FMN), i allibera dos electrons en cada cicle catalitic. Aquests electrons son
els que van al CYP450.
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Figura 10 Cicle del Funcionament de la NADPH-CYP450 Reductasa.

Ty
e
\go &

FAD: flavina adenina dinucleotid, FMN: flavina mononucleotid, NADP: nicotinamida adenina dinucleotid fosfat,

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotid fosfat deshidrogenasa, H,: hidrogen, H*: proto, e: electro.

La metodologia per quantificar |"activitat NADPH-CYP450 reductasa va

consistir en quantificar el Citocrom C, que és una proteina petita

transportadora d’electrons que actua com a acceptora d’electrons i es

redueix. Es quantifica per absorcio el Citocrom C reduit, degut a que la

mesura directa del propi NADPH-CYP450 reductasa €s una técnica

complexa . El Citocrom C reduit presenta un maxim d"absorcié a 550 nm.

Per la quantificacid, la mostra estava composta per suspensié microsomal a
0.067 mg/ml (6.3% v/v), solucio de la Citocrom C 5 mg/ml en Tris.HCI 50
mM pH 7.4 (10.4% v/v), i Tris.HClI 50 mM pH 7.4 (83.3% v/v). A

continuacio, la mostra es va pre-incubar durant 3 min a 37°C. Una vegada

finalitzat el periode de pre-incubacio es va afegir la solucio de NADPH (en

Tris.HCI 50 mM pH 7.4), i immediatament es va mesurar |"absorcio durant

50 segons. El procés es va fer per triplicat, i es detalla a la secci6 6.1.3.

(ref. 2)
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L Incubat

Es preparen incubats pels estudis de cinetica enzimatica (quan la
concentracié de farmac és zero), i de la inhibicid (en presencia de farmac
inhibidor).

Abans de comencar els estudis de la cinética enzimatica i de la inhibicio,

caldria descriure com es preparen aquests processos en | incubat.

L’ incubat és una “barreja” de components que preparats en tubs eppendorf
donen com a resultat una série de reaccions enzimatiques. En el present
treball aquestes reaccions enzimatiques son les que porten a terme els
CYP450.

Els incubats estan formats pels microsomes (que contenen el CYP450), la
solucié tamp6 on té lloc la reaccid, el sistema generador de NADPH (que
permeten el funcionament del CYP450 i es detalla a la seccié 4.1.4), el
substracte especific, i la solucié d'aturada de la reacci6. El detall dels

components es descriu a la Taula 6 i la Taula 7.

Les solucions de reactius es van incorporar de forma individual, seguint un
ordre d"addicio, perque la reaccid tingués lloc correctament. Primer es va
afegir el tampé (TF 100 mM pH 7.4, Tris.HCI 50 mM pH 7.4, o Tris.HCI 50
mM pH 7.8), a continuacid la suspensio de microsomes, tot seguit de la
solucié generadora de NADPH, pero sense el B-NADP. Deprés, es van
addicionar el substracte especific i, en el cas dels estudis de la inhibicid, el
farmac o inhibidor especific. Seguidament es va iniciar la reaccid
incorporant el B-NADP, i es va incubar a temperatura fisiologica durant el
temps d’incubaci6 seleccionat. En darrer lloc, la reaccio es va interrompre

guan es va afegir la solucié d"aturada de la reaccio especifica corresponent.

Una vegada aturada la reaccid, es procedeix a la preparacié de les mostres
per I"analisi. En darrer lloc, s"analitza. En aquest treball I"analisi de les
mostres es fa per HPLC amb deteccié UV o fluorescencia (veure la seccio
5.7).
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Cinetiques Enzimatiques

Per realitzar aquests experiments, es va tenir en compte que menys d"un
20% de la concentracio de substracte es consumis durant les incubacions, i a
més, que la concentracié d’enzim (concentracié de proteina microsomal)

estigués “controlada” per no ser massa elevada.
(ref. 84)

Determinacié de la Linealitat en la Produccié de Metabolit CYP450-
Especific en Funcié del Temps i en Funcié de la Concentracio de

Proteina Microsomal

Per a estudiar la linealitat de produccié de metabolit CYP450-especific en
funci6 de la concentracié de proteina microsomal en I"incubat i el temps
d’incubacio, es van seguir les condicions d’incubacié especificades a la

seguent Taula 3.

Es van preparar de forma individual, una série d”incubats en que es va fixar
el temps d’incubacié perd les concentracions de la proteina microsomal
variaven (Taula 3, A), i una altra serie d'incubats en qué es va fixar la
concentracio de la proteina microsomal pero els temps d’incubacié eren
diferents (Taula 3, B). Els incubats es van preparar seguint I"ordre d"addicio

dels components segons es descriu a la seccié 5.3.

Aleshores, les dues series d”experiments es van realitzar per a cada reaccio

especifica, a la concentracié de substracte especific proxima a la K, de la

reaccid en questid. Els valors de la K, es van obtenir com a resultat d"una

recerca bibliografica.
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Taula3 Concentracions de Substracte Especific, Concentracions de Proteina i Temps

d’Incubaci6 Utilitzats en la Determinacié de la Linealitat de la Concentracid de Proteina i del

Temps d” Incubacio.

A B
Concentracio Concentracio Temps Temps Concentracio
Substracte N . i . i -
CYP450 P de proteina d’incubacio d’incubacio de proteina
especific ) .
(M) (mg/ml) (min) (min) (mg/ml)
CYP2E1 500 0.25,0.5,1i2 30 5, 10, 30, 60120 1
CYP2D1 300 0.25,05,1i2 30 5, 10, 30, 60i 120 1
CYP1A1/2 5 0.05,0.1,0.25,05i1 5 0.5,1,25,5,10i30 0,5
CYP2B1/2 50 0.25,05,1i2 10 1,5,10,30i60 1
CYP2A1/2
CYpP2C . )
CYP2CIA 250 0.1,0.25,0.5i1 10 5,10, 20i 30 0,1
CYP3A1/2

A: Determinacié de la linealitat en funcié de la concentraci6 de proteina. Es fixa el temps d’incubacio.
B: Determinacié de la linealitat en funcié del temps d’incubacid. Es fixa la concentraci6 de proteina.

5.4.2
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La quantificacio dels metabolits es va fer per HPLC amb deteccié UV per
totes les reaccions especifiques, excepte per la reccié dextrometorfa-O-
demetilasa, que es va fer per fluorescéncia, d’acord amb les tecniques

descrites a la secci6 5.7.

Les dades obtingudes es van tractar tal i com s”indica a la secci6 6.2.1.
Determinacio dels Parametres Cinétic-Enzimatics Ky, | Vinax

Una vegada establerts el temps d“incubaci6 i la concentracié de la proteina

microsomal idonis per cada reaccio especifica, es va passar a estudiar la
cinética enzimatica propiament, i a estimar els parametres cinetics Ky, i
Vmax. La cinética enzimatica consisteix en la determinacié de les activitats

enzimatiques versus les concentracions de substracte especific per a cada
reaccié especifica (8 reaccions especifiques corresponents a 8 isoformes
CYP450), tal i com es descriu a la secci6 7.2.2. Per aix0, es van preparar de
forma individual una série d’incubats de microsomes a diferents
concentracions de substracte especific. Les concentracions de substracte
especific en cada reaccié es van seleccionar segons dades bibliografiques
trobades (concentracions per sota i per sobre del valor de la Ky), i es

mostren a la Taula 4.
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Les condicions d’incubacié es mostren a la Taula 4, i els incubats es van
preparar seguint I"ordre d"addicié dels components segons es descriu a la

seccid 5.3.

Taula4 Concentracions de Substractes Especifics, Concentracions de Proteina Microsomal, i

Temps d”Incubaci6 per Determinar les Diferents Cinétiques Enzimatiques.

. Conc.
. . Substracte Concentracions ’ Proteina ‘Temps'
CYP450 Reacci6 especifica o Substracte especific . d’incubacio
especific M) microsomal (min)
(mg)
CYP2E1 Clorzoxazona-6-hidroxilasa clorzoxazona 5, 10, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 i 2000 1 10
CYP2D1 Dextrometorfa-O-demetilasa dextrometorfa 5, 10, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 i 2000 1 20
CYP1A1/2 Etoxiresorufina-O-deetilasa etoxiresorufina 0.25,05,1,25,5i10 0.5 10
CYP2B1/2 Pentoxiresorufina-O-dealquilasa pentoxiresorufina 2,5,15i50 0.5 10
CYP2A1/2 Testosterona-7a-hidroxilasa
CYP2C Testosterona-16a-hidroxilasa )
CYP2C11 Testosterona-2a-hidroxilasa testosterona 10, 25, 50, 100, 200 i 500 0.5 10
CYP3A1/2 Testosterona-6f3-hidroxilasa

Els temps d’incubacié i les concentracions de proteina en cada reaccio

especifica son els obtinguts dels experiments realitzats a la secci6 5.4.1.

La Figura 11 mostra els substractes especifics i els metabolits especifics de

cada reaccié CYP450-especifica.

Figura 11 Cinetiques Enzimatiques: Reaccions Especifiques. Substractes i Metabolits Especifics.

CI\@:E)-:o é%

clorzoxazona 6-hidroxiclorzoxazona

N-CHa

CH  CYPap1
R —

HaCO *H20 «HBr

dextrometorfa dextrorfa
N
CH3CH0 O 0] @ [o) o
etoxiresorufina resorufina
(GH3)4CH; N
| CYP2B1/2 S
O (0] O —F
LT @St
N
pentoxiresorufina resorufina
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Figura 12 Cinetiques Enzimatiques: Reaccions Especifiques. Substractes i Metabolits Especifics.
(Continuacio).

6-B-hidroxitestosterona

J/\A/tg)j:g ‘ 16-a-hidroxitestosterona
OH
CYP2C11
\@ “- 2-a-hidroxitestosterona
o

CYP2A1/2

testosterona

7-a-hidroxitestosterona

La quantificacié dels metabolits es va fer per HPLC amb deteccié UV per
totes les reaccions especifiques, excepte per la recci6 dextrometorfa-O-
demetilasa, que es va fer per fluorescencia, d’acord amb les técniques

descrites a la secci6 5.7.

Les dades dels experiments es van tractar tal i com es descriu a la seccio
6.2.2.

(ref. 86, ref. 87, ref. 88, ref. 89, ref. 90, ref. 91)

55 Estudi In Vitro d"Inhibicié de les CYP1A1/2, 2A1/2, 2B1/2, 2C, 2C11,
2D1, 2E11 3A1/2 per la KTA, la XYL, el KT, laBN i el FEN

Una vegada estimada la K, de CYP450 amb el seu substracte especific, es

van preparar de forma individual, una série d"incubats de microsomes a cinc
concentracions de farmac anestesic/analgesic, per quatre concentracions de

substracte especific. Les concentracions de substracte especific que es van
escollir van ser valors per sota i per sobre del valor de la K. Les

concentracions de farmac es van seleccionar en funcié de la seva
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concentracio plasmatica maxima trobada en bibliografia (es van seleccionar

valors per sota i per sobre).

La concentracio de la proteina i el temps d’incubacié es van fixar i estan
indicats en els experiments de cinética enzimatica, seccié 5.4.2. La Figura

13 mostra el disseny experimental que es va seguir per triplicat.

Figura 13 Disseny Experimental per I'Estudi d” Inhibicié (n=3).

Substracte Farmac*

especific ** [concentraci6é 1*** concentraci6 2 concentracié 3 concentracid 4 concentraci6 5
concentraci6 1 I W U U F
concentracio 2 1 W H H F
concentracié 3 W W H H T
concentracio 4 ] ] U U [

* : Ketoprofée, Ketamina, Buprenorfina, Fentanil, Xilacina.
**: Clorzoxazona, Dextrometorfa, Etoxiresorufina, Pentoxiresorufina, Testosterona.

*** . Concentracié de farmac = 0.
Dibuix tub d"assaig: Incubat.

A més, es van introduir una serie de controls per verificar la metodica
analitica i controls positiu i negatiu per validar el proces d’inhibici6. La
Taula 5 mostra els controls preparats per verificar el funcionament de les

incubacions i de les analisis.

Taula5 Composicio de les Mostres Control per Verificar la Metddica Analitica.

Mlcro§qmes Sistema Substracte Far_m.ac Estandard
hepatics generador especific ( Inhibidor intern
de rata de NADPH P potencial )

Control 1 - - X - X
Control 2 X X - X -
Control 3 X X

Sistema generador de NADPH : glucosa-6-fosfat, glucosa-6-fosfat deshidrogenasa,
clorur de magnesi , B-nicotinamida dinucledtid fosfat

La mostra Control 1 es va preparar per verficar |"estabilitat del substracte

especific i de I'estandard intern en la solucié tampo, a pH 7.4 o pH 7.8.

La mostra Control 2 es va preparar per verificar que no es metabolitza el
farmac donant productes que tinguin el mateix temps de retencié que el

metabolit especific que es quantifica, i no apareguin interferencies.

59



Metodes

60

La mostra control 3 es va preparar per verificar que la matriu (RLM) i el
sistema generador de NADPH (G-6P-DH, D-G-6P, clorur de magnesi i -
NADP) no formen cap molécula per degradacié que interfereixi en
I"analitica del metabolit especific.

Els controls positiu i negatiu de la inhibici6 es van preparar com els incubats
de I"experiments dinhibicié per cada reaccio especifica CYP450 pero,
substituint el farmac per un inhibidor de referéncia (control positiu) o pel
seu solvent (control negatiu). Les concentracions dinhibidor de referéncia

utilitzades es van obtenir a partir de recerca bibliografica.

Els components i condicions de les incubacions pels estudis d’inhibicié

estan especificats a la seguents Taula 6 i Taula 7.

La quantificacié dels metabolits es va fer per HPLC amb deteccié UV per
totes les reaccions especifiques, excepte per la reccié dextrometorfa-O-
demetilasa, que es va fer per fluorescencia, d’acord amb les técniques

descrites a la secci6 5.7.

Les dades obtingudes (produccié de metabolit especific versus la
concentracio de substracte especific per cada concentracio de farmac) es van

tractar tal i com s”indica a la secci6 6.3.
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Taula6 Composicio dels Incubats pels Estudis de Cinética Enzimatica (Concentracié de Farmac Zero) i Estudis d”Inhibicié (en Preséncia de Farmac).
CYP2E1, CYP2D1i CYP1Al/2.

Condicions de l'incubacié
Conc. proteina microsomal (mg/ml)
Volum d’incubacié (ml)

lots microsomes rata

temps d’incubacié (min)
tampé d’incubacié
sistema generador de NADPH

Substracte especific /|
concentracions (uM) /|
solvent

Farmac: /concentracions (uM) / solvent

Inhibidor especific /
concentracié (uM) /|

solvent

Inici de la reacci6 enzimatica

Activitats CYP450 especifiques

Clorzoxazona-6@-hidroxilasa

Dextrometorfa-O -demetilasa

Etoxiresorufina-O -deetilasa

Aturada de la reacci6 enzimatica / volum ()

CYP2E1 CYP2D1 CYP1A1/2
1 1 0.5
0.5 0.5 0.5

008HRSDMC (KT)
009HRSDMC (KTA i BN)
010HRSDMC (FEN i XYL)

10
TFpH 7.4

G-6P-DH 2 U/ml, D-G-6P 4 mM i MgCl, 5 mM

czX |
2. 50, 250, 500 | 1000

P. 100, 250, 500 i 1000 /
AcN

KT: 0, 0.025, 0.05,1.25i5 mM / AcN
KTA: 0, 5, 25, 75 375 uM / DMSO
BN: 0,0.02,0.1,0.5i 2.5 uM / AcN

FEN:0,0.1,0.5,5i20 uM / AcN
XYL: 0, 2.5, 10, 50 i 250 uM / AcN
DDC/

50/

AcN

AcN /100

008HRSDMC (KT)
009HRSDMC (KTA i BN)

010HRSDMC (FEN)

029HRSDMC (XYL)

20
TFpH 7.4

DEX /
© 5, 25, 250 i 1500
9. 25, 250, 500 i 1500

€. 5,25, 2501500/
AcN

KT: 0, 0.025, 0.05,1.25i5 mM / AcN
KTA: 0,5, 25, 75i 375 uM / DMSO
BN: 0,0.02,0.1,0.5i2.5 uM / AcN

FEN:0,0.1,0.5,5i20 uM / AcN
XYL: 0, 2.5, 10, 50 i 250 uM / AcN
QN/

10/

AcN

B-NADP

AcN /100

008HRSDMC (KT)
009HRSDMC (BN)

010HRSDMC (FEN i XYL)
029HRSDMC (KTA)

10
TrispH 7.8
ERO/
'.0.25,5, 10150
9.1,5,10i50
M 01,025 1i5/
AcN

KT: 0,0.05,0.2,1.25i5 mM / AcN
KTA: 0, 5, 25, 75 i 375 uM / DMSO
BN: 0, 0.02,0.1, 0.5 2.5 uM / AcN
FEN:0,0.1,0.5,5i20 uM/ AcN

XYL: 0,2.5, 10, 50 i 250 uM / AcN

NAF /

10/
DMSO

AcN /100

G-6P-DH: glucosa -6-fosfat deshidrogenasa, TF: tampé fosfat sodic 50 mM, Tris: tampé Tris.HCI 50mM

CZX: clorzoxazona, DEX: dextrometorfa, ERO:etoxiresorufin

€. concentracions utilitzades quan la concentracié de Farmac(KT, KTA, BN i FEN)=0

KT: ketoprofe, KTA: ketamina, BN: buprenorfina, FEN: fentanil, XYL: xilacina
DDC: dietilditiocarbamat, QN: quinidina, NAF: a-naftoflavona

AcN:acetonitril, DMSO: dimetilsulfoxid

2. concentracions utilitzades guan la concentracié de Farmac=0

b . . ” N .
: concentracions utilitzades quan la concentracié de Farmac era diferent de 0

e . - . .
: concentracions utilitzades pel Farmac XYL a totes les seves concentracions

f: concentracions utilitzades quan la concentracié de Farmac(KT, BN, FEN i XYL)=0

h . - N .
: concentracions utilitzades pel Farmac KTA a totes les seves concentracions

d : concentracions utilitzades quan la concentracié de Farmac(KT, KTA, BN i FEN) era diferent de 0

9 concentracions utilitzades quan la concentracié de Farmac(KT, BN, FEN i XYL) era diferent de O
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Taula7 Composicio dels Incubats pels Estudis de Cinética Enzimatica (Concentracié de Farmac Zero) i Estudis d"Inhibicié (en Preseéncia de Farmac).
CYP2B1/2, CYP2A1/2, CYP2C, CYP2C11i CYP3AL/2.

Activitats CYP450 especifiques

Pentoxiresorufina-O -dealquilasa Testosterona-hidroxilasa
CYP2B1/2 CYPs 2A1/2, 2C, 2C11i 3A1/2
Condicions de I'incubacio
Conc. proteina microsomal (mg/ml) 0.5 0.5
Volum d’incubaci6 (ml) 0.5 0.5

008HRSDMC (KT)
lots microsomes rata 010HRSDMC (FEN i XYL) 029HRSDMC (KT, KTA, BN, FEN, XYL)
029HRSDMC (KTA i BN)

temps d’incubaci6 (min) 10 10
tampé d’incubacio TrispH 7.8 TFpH 7.4

sistema generador de NADPH G-6P-DH 2 U/ml, D-G-6P 4 mM i MgCI2 5 mM
PRO/

Substracte especific / i . K ST/

concentracions (uM) /| 12,5,10i50 :2.5,10,50i 350/

solvent| J; 5,10, 2550/ DMSO

DMSO

KT: 0,0.05,0.2,1.25i5 mM/AcN KT: 0,0.05,0.2,1.25i5 mM/ AcN
KTA: 0, 5, 25, 75 375 uM / DMSO KTA: 0,5, 25, 751375 uM / DMSO
Farmac: /concentracions (uM) / solvent| BN: 0, 0.02, 0.1, 0.5i 2.5 pM/ AcN BN: 0, 0.02,0.1,0.5i2.5 uM / AcN
FEN:0,0.1,0.5,5i20 pM / AcN FEN:0, 0.1,0.5,5i20 pM / AcN
XYL: 0, 2.5, 10, 50 i 250 pM / AcN XYL: 0, 2.5, 10, 50 i 250 uM / AcN
SUL /100 / Metanol

Inhibidor es_rfecmc/ ORF/ CUM /50 / Metanol
concentracié (uM) /] 200/
solvent DMSO CIM /100 / Metanol
TRO /200 / Metanol
Inici de la reaccié enzimatica B-NADP
Aturada de la reaccié enzimatica / volum () AcN / 100 TCA 10% / 480
G-6P-DH: glucosa -6-fosfat deshidrogenasa, TF: tamp6 fosfat sodic 50 mM, Tris: tamp6 Tris.HCl 50mM : concentracions utilitzades per tots els Farmacs i a totes les concentracions

PRO: pentoxiresorufina, TST: testosterona

KT: ketoprofe, KTA: ketamina, BN: buprenorfina, FEN: fentanil, XYL: xilacina

OREF: orfenadrina, SUL: sulfafenazol, CUM: cumarina, CIM: cimetidina, TRO: troleandomicina
AcN:acetonitril, DMSO: dimetilsulfoxid, TCA 10%:acid tricloroaceétic al 10%

I . . 1 A
: concentracions utilitzades quan la concentracié de Farmac=0

I concentracions utilitzades guan la concentracié de Farmac era diferent de 0
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5.7

mMéetodes

Preparacid de les Mostres per |I"’Analisi

Els incubats generats en I"estudi d"inhibicio es van transferir a tubs eppendorf i es
van centrifugar a 25.000 xg durant 15 min a 4°C. Els sobrenedants es van diluir si
corresponia amb el solvent pertinent a cada tecnica, i es van injectar directament al
sistema per I"analisi cromatografic. Excepte, els incubats de la reaccio especifica de
la TST, els quals van passar per una extraccio en fase solida previa a I"analisi per
HPLC.

Analisi per HPLC

Les mostres es van analitzar per HPLC amb deteccié UV o fluorescencia segons es

detalla a continuaci®.

Els métodes d"analisi es van posar a punt de forma individual, per la detecci6 dels
metabolits especifics de les diferents reaccions especifiques. Malgrat que els
meétodes no es van validar, si que es van preparar una série de rectes per cada un, i
es van determinar els parametres d’exactitud i precisio. Per les rectes, es van
representar les concentracions teoriques de metabolit CYP-especific versus els
quocients de les arees metabolit especific/estandard intern. Els valors dels quocients
de les mostres es van interpolar d"aquesta recta per obtenir les concentracions de
metabolit especific (pmol/ml). A continuacio, les concentracions de metabolit
especific es van dividir per la concentracié de proteina microsomal i pel temps
d“incubacio de les mostres. D aquesta manera es va obtenir |"activitat enzimatica

(pmol/mg proteina/min).

La Taula 8 i la Taula 9 mostren els components en la recta de calibracié que

s”utilitza per la quantificacié del metabolit especific en les mostres.

Aixi mateix, es van introduir una série de controls en cada seqliencia analitica de
mostres per validar I"analisi de les mostres. Aquests controls estan descrits a la

seccid 5.5.
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Els parametres de les rectes i els valors de les mostres control no s"han inclos en el

present treball.



Taula 8

Components de les Rectes de Calibracié per les Reaccions Especifiques dels CYP2E1, CYP2D1 i CYP1A1/2.

mMéetodes

Activitats CYP450 especifiques

Clorzoxazona-6B-hidroxilasa

Dextrometorfa-O -demetilasa

Etoxiresorufina-O -deetilasa

Recta de calibracio

Metabolit CYP-especific /|
concentracions (pmol/ml)/
solvent]

Estandard intern /|
solvent

CYP2E1 CYP2D1 CYP1A1/2
6-B-hidroxiclorzoxazona / Dextrorfa / Resorufina /
500, 1000, 5000, 25.000 i 100.000 / 600, 1200, 3.000, 12.000 i 30.000 / 10, 25, 50, 100, 500 i 2.000 /
AcN TFpH7.4 Tris pH 7.8
5-cloroxindol / Levalorfa / 4-metil-7-hidroxicumarina /
AcN TFpH 7.4 AcN

TF: tamp6 fosfat sodic 50 mM, Tris: tamp6 Tris.HCI 50mM

AcN: acetonitril

El volum de les mostres és el mateix que el de les incubacions de les reaccions especifiques

Taula9 Components de les Rectes de Calibracio per les Reaccions Especifiques dels CYP2B1/2, CYP2A1/2, CYP2C, CYP2C11i CYP3A1/2.

Recta de calibraci6

Metabolit CYP-especific /
concentracions (pmol/ml)/|
solvent

Estandard intern /

solvent]

Activitats CYP450 especifiques

Pentoxiresorufina-O -dealquilasa
CYP2B1/2

Testosterona-hidroxilasa
CYPs 2A1/2, 2C, 2C11i 3A1/2

Resorufina /
10, 25, 50, 100, 500 i 2.000 /
Tris pH 7.8

4-metil-7-hidroxicumarina /
AcN

6-B-hidroxitestosterona /
300, 500, 1.000, 2.000, 5.000, 10.000 i
20.000 pmol/ml /
Metanol
Dexametasona /
Metanol

TF: tampé fosfat sodic 50 mM, Tris: tampd Tris.HCI 50mM

AcN: acetonitril

El volum de les mostres és el mateix que el de les incubacions de les reaccions especifiques
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Els métodes analitics desenvolupats en el present treball es descriuen a continuacio:

|. .Determinacié de la 6-hidroxiclorzoxazona

Columna : Supelcosil (LC-18DB) (150 x 4.6mm, 5um, Supelco)
Temperatura de la columna: Temperatura ambient

Fase mobil A: acid acétic al 0.1%

Fase mobil B: metanol

Gradient:

Temps Fluxe

0, 0,
(min)  (ml/min) A% B% Curvatura

0 1 60 40 1
3.0 1 45 55 1
8.0 1 45 55 1
8.1 1 10 90 1

10.0 1 10 90 1
10.1 1 60 40 1

Longitut d"ona : 287 nm

Figura 14 Cromatograma Representatiu de la Determinacio de la 6-hidroxiclorzoxazona.
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0.0007

Minutes

Il. Determinacio del dextrorfa

Columna : Xterra RP18 (150 x 4.6mm, 5um, Waters)

Temperatura de la columna: Temperatura ambient

66



Fluorescence

Metodes

Fase mobil A: acetat amonic 50 mM pH 4.0.
Fase mobil B: acetonitril

Gradient:

Temps Fluxe
(min) (ml/min)

0 0.75 75 25
6.0 0.75 75 25
7.0 0.75 20 80
9.0 0.75 20 80
10.0 0.75 75 25

A% B% Curvatura

DOoOoOoOo

Longitut d"ona. Excitacié: 235 nm. Emissio: 310 nm.

Figura 15 Cromatograma Representatiu de la Determinacio del Dextrorfa.
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Minutes

I11. Determinacio de la resorufina

Columna : Symmetry C18 (150 x 4.6mm, 5um, Waters)
Temperatura de la columna: Temperatura ambient

Fase mobil A: acetat amonic 50 mM pH 6.0.

Fase mobil B: metanol

Gradient:
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AU

0.404

0.357

0.30

0.257

0.207

0.157

0.104

0.05

A% B% curvatura

Time fluxe
(min) (ml/min)
0 1
6,0 1
7,0 1
10,0 1
11,0 1

55
55
10
10
55

45
45
90
90
45

o oOoOo

Longitut d"ona: 570 nm

Figura 16 Cromatograma Representatiu de la Determinacio de la Resorufina.
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IV. Determinacié de les Hidroxitestosterones

Columna: Symmetry 150x4.6mm 5um, (Waters)

6.50

Temperatura de la columna: Temperatura ambient

7.00

7.50

Fase mobil A: metanol : aigua (75:25) + acid acétic al 0.1%

8.00

8.50

9.00

Fase mobil B: metanol : acetonitril : aigua (64:6:30)+ acid acétic al 0.1%

A% B% curvatura

Gradient:
Time fluxe
(min) (ml/min)
0 1
12,0 1
20,0 1
25,0 1
28,0 1
30,0 1

75 25
48 52
40 60
0 100
0 100
75 25

PP OOO

Longitut d"ona: 254 nm

9.50 10.00
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Figura 17 Cromatograma Representatiu de la Determinacié de les Hidroxitestosterones.
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Minutes

Determinaci6 de la Unié de la KTA a Proteines Microsomals. Model In Vitro

La unio6 no-especifica de KTA a proteines microsomals es va avaluar quantificant la
KTA no unida a RLM. La separaci6 de KTA no unida es va realitzar per
ultrafiltracié a través d"una membrana YM-10.000, utilitzant el sistema Centrifree

Micropartition System (Amicon).

Per aquest experiment, es van preparar incubacions de KTA en RLMS, a 37°C
durant 30 min. Les incubacions es van fer per triplicat i a tres concentracions de
KTA: 5, 25 i 100 pmol/ml, després es van preparar en dos grups de mostres (n=3).

El disseny experimental es mostra a la Figura 18.

Un primer grup (RLMS-A) al qual se li va afegir una quantitat d"”AcN (proporcional
a la quantitat que s’utilitza per aturar la reaccio en una incubacio), i es va col.locar
en tubs eppendorf. A continuacio, els tubs es van centrifugar a 27000 xg durant 15

min a 4°C, i els sobrenedants resultants es van analitzar.

Un segon grup de mostres (RLMS-B) es va col.locar en el reservori de tubs
Centrifree i aquests es van centrifugar durant 1 h a 5000 xg i 25°C. Es van obtenir
els ultrafiltrats. Als ultrafiltrats es va afegir AcCN proporcionalment, i finalment les

mostres es van analitzar.
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Figura 18 Determinacié de la Unié No-Especifica a Proteines Microsomals In Vitro.

RLMS

Incubar 37°C
30 min

Centrifugaci6 (Centrifree)
5.000xg, 1 h i

RLMS : mostres que contenen microsomes hepatics de rata (conc. prot. 1 mg/ml), solucié tampé fosfat sodic 100 mM pH 7.4,
glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, glucosa-6-fosfat i clorur de magnesi.
KTA : ketamina.

Previ a aquest assaig es va determinar la recuperacié analitica de la KTA i la uni6
d'aquesta al filtre del sistema d’ultrafiltracio per poder aplicar els factors de

correccio, tal i com s’explica a continuacio a les seccions 5.8.1 1 5.8.2.
5.8.1 Determinacio de la Recuperacio Analitica

Les matrius RLMS i FMS es van incubar en presencia de KTA en un bany amb
agitacio a 37°C durant 30 min, i es van aturar les reaccions afegint un volum d”AcN
proporcional.

Les concentracions de KTA en els incubats van ser de 1, 5, 10, 50 i 100 pmol/ml,
n=3.
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Les mostres FMS es van analitzar directament en el sistema HPLC, i les mostres
RLMS es van centrifugar a 27000 xg durant 15 min i després es van analitzar. La

Figura 19 mostra el disseny experimental.

Figura 19 Determinacid de la Uni6 No-Especifica a Proteines Microsomals In Vitro: Determinacio de la

Recuperacié Analitica de la KTA.
RLMS FMS
il ]

Incubar 37°C Incubar 37°C
30 min 30 min

[
0

& Acetonitril & Acetonitril

v

RLMS : mostres que contenen microsomes hepatics de rata (conc. prot. 1 mg/ml), solucié tamp¢ fosfat sodic 100 mM pH 7.4,
glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, glucosa-6-fosfat i clorur de magnesi.

FMS : mostres RLMS filtrades en Centrifree YM-10 a 5000 xg, 1 h a 25°C.

KTA : ketamina.

5.8.2 Determinacio del Percentatge d'Unié de la KTA al Filtre del Sistema

d’Ultrafiltracio

Les mostres de FMS es van incubar en presencia de KTA a les concentracions de 5,

251100 pmol/ml, n=3:

e A un conjunt de mostres FMS (FMS-A) se li va afegir el volum d AcN
proporcional, es van centrifugar a 27000 xg durant 15 min i per acavar es van

analitzar.
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e Un segon conjunt de mostres (FMS-B) es van centrifugar en tubs Centrifree a 5000
Xg durant 1 h. Posteriorment, es va afegir un volum d"AcN al sobrenedant de les

mostres FMS-B i després es van analitzar.

La Figura 20 mostra el disseny experimental.

Figura 20 Determinacid de la Uni6 No-Especifica a Proteines Microsomals In Vitro: Determinacio de la
Uni6 de la KTA al Filtre.

FMS-A FMS-B

lf l;

Incubar 37°C Incubar 37°C
30 min 30 min

|

& Acetonitril 8
»

q

Pe A
v ‘}
Centrifugacié Centrifugacié (Centrifree)
; 27.000xg, 15 min : ! 5.000xg, 1 h i
Ultrafiltrat

FMS : mostres RLMS filtrades en Centrifree YM-10 a 5000 xg, 1 h a 25°C.

RLMS : mostres que contenen microsomes hepatics de rata (conc. prot. 1 mg/ml), solucié tamp6 fosfat sodic 100 mM pH 7.4,
glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, glucosa-6-fosfat i clorur de magnesi.

KTA : ketamina.
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6.1

6.1.1

6.1.2

Tractament de les Dades

TRACTAMENT DE LES DADES
Caracteritzacio6 dels Lots de RLM
Determinaci6 de la Concentracio de Proteina Microsomal

Seguint el protocol del “Total Protein Kit” de Sigma. EI métode que descriu aquest
protocol és el metode classic de quantificacido de proteines de Lowry pero
Ileugerament modificat per simplificar i fer la reaccido més estable. EIl procediment

es divideix en dos etapes, tal i com es descriu a la secci6 5.2.1.

Per tractar les dades, es va incloure en I'experiment una recta de calibracio a
concentracions conegudes d"albumina, que es va preparar seguint les instruccions
del Kit comercial. D aquesta recta es van interpolar els valors d"absorcio de les

mostres i es van obtenir els valors de concentracié (mg/ml).

Una vegada determinada la concentracié es va ajustar a una concentracio de 20

mg/ml i es va etiquetar i emmagatzemar a -80°C.
Determinacio del CYP450 en RLM

Es va determinar la diferéncia entre la mitjana dels valors d"absorcié corresponents
a les regions de I"espectre a 449, 450 i 451 nm, i a 489, 490 i 491 nm per les dues
solucions de 0.25 i 1 mg de proteina microsomal/ml. El calcul es va fer aplicant la
formula deduida a partir de I"increment d"absorci6 entre 450 i 490 nm obtinguda de
I"espectrofotometre, i aplicant el coeficient d"extincio molar del complexe CYP450
reduit-CO (91 mM™ . em™), Equacid 1.

CONC = (A450-490 *1000)
O0leCP

Equaci6 1

on,

CONC, és la concentracid especifica de CYP450 expressada en nmol de CYP450

per mg de proteina microsomal.
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6.1.3

6.2

6.2.1
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CP, concentracid de proteines en la mostra de microsomes analitzada (en mg/ml).
Determinacio de I"Activitat NADPH-CYP450 Reductasa en RLM

Es va calcular I"activitat enzimatica total per cada replicat seguint la formula,
deduida a partir de I'increment de I"absorci6 per min (D) obtingut de
I"espectrofotometre, i aplicant el coeficient d"extincié molar del Citocrom C reduit
(21 mM™t.em™):

_ D 250000
21

AE Equaci6 2

on,

AE, és I"activitat enzimatica expressada en nmol del Citocrom C reduit per min i per

mg de proteina microsomal.
D, és I'increment d"absorci6 per min.
Cinétiques Enzimatiques

Determinacio de la Linealitat en la Produccié de Metabolit CYP450-Especific en

Funcié del Temps i en Funci6 de la Concentraci6 de Proteina Microsomal

Les equacions de regressié lineal (Equacions 3 i 4) es va ajustar a les reprentacions
de les concentracions de proteina microsomal i els temps d’incubacié versus

I"activitat (pmol/ml).

(D). Linealitat en funcid de la concentracid de proteina microsomal:

y = ax+b Equaci6 3

on, x és la concentracié de proteina microsomal, i y és la formacié de metabolit
(pmol/ml) obtinguda en funcié de la concentraci6 de proteina; a i b s6n constants de

I"equacio (el pendent i la interseccio, respectivament).

(11). Linealitat en funcié del temps:




6.2.2

Tractament de les Dades

y =ax+b Equaci6 4

on, x és el temps d’incubacio, i y és la formacié de metabolit (pmol/ml) obtinguda
en funcid del temps; a i b sén constants de I"equacid (el pendent i la interseccid,

respectivament).
Determinacio dels Parametres Cinétic-Enzimatics Vimax i Km

Els resultats d”activitat enzimatica que es van obtenir després de la incubacio dels
microsomes a diferents concentracions de substracte especific (veure seccio 5.4.2),
van donar lloc a una corba hiperbolica (quan era una cinética de M-M), o sigmoidal

(quan era una cinética de Hill).

Els parametres enzimatics Kn, i Vimax €5 van determinar ajustant dos models a les

dades obtingudes: el model de M-M (Equacidé 5) i el model de Hill o model
Sigmoidal (Equaci6 6). El model de M-M representa la cinetica enzimatica tipica,
que normalment es fa servir per estudiar les propietats cinetiques dels enzims. El
model de Hill descriu la una cinética d autoactivacié, a on a partir d'una
concentracio determinada del mateix substracte es produeix un increment

exponencial en l"activitat de I"enzim.

Figura 21 Representacié Grafica de I'Equacié de Michaelis-Menten (M-M). Obtenci6 dels Parametres

Km (UM) i Vmax (pmol/mg proteina/min)

Vmax

A

P
3

o
S

Activitat enzimatica (pmolmg prot/min)
3 8 ]

5

°
°
~
IS

6 8 10 12 14 16 18 2
Concentraci6 substracte especific (microM)
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Figura 22 Representacié Grafica de I'Equacio de Hill. Obtenci6 dels Parametres

Km (UM) i Vmax (pmol/mg proteina/min)

max

A

Activitat enzimatica (pmol/mg prot/min)

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2C
Concentraci6 de substracte especific (microM)

Les Equacions 5 i 6 es van ajustar a l"activitat enzimatica (pmol/mg proteina
microsomal/min) de cada CYP450, mitjangant una regressié no-lineal simultania
(SNLR) utilitzant el software WinNonlin:

Vmax ® [S] 1A
V=—""——= Equacid 5

K, +[8]

Vi ¢ [S] y
V=——"——-— Equacit 6

K, +[s]

on,

V i Vmax SON respectivament les velocitats observada i maxima de metabolisme
(pmol/mg proteina microsomal/min), Ky, és la constant de Michaelis-Menten, [S] és

la concentracio de substracte especific, i y és el factor de sigmoidicitat.

(ref. 92, ref. 93)
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6.3.1

Tractament de les Dades

Estudi In Vitro d"Inhibici6 de les CYP1AL/2, 2A1/2, 2B1/2, 2C, 2C11, 2D1, 2E1
i 3A1/2 per la KTA, la XYL, el KT, laBNiel FEN

Determinacio de la Ky, app i Calcul del Quocient Ky app/Vimax,app

Per cada concentracio de farmac es van estimar els parametres Ky, i Vimax després
d"ajustar el model de M-M als valors d"activitat enzimatica (pmol/mg proteina/min).
Quan es fan ajustaments cinétics on la concentracié de farmac és diferent de zero,
els parametres s"anomenen K app i Vimax,app (EQuacio 7).

V, , S
g VmacappelS]

Km,app + [S]
on, V i Vimaxapp SON respectivament les velocitats observada i maxima aparent de
metabolisme (pmol/mg proteina microsomal/min); Ky app €s la constant aparent de

M-M; i [S] és la concentracio de substracte especific (uM).

Figura 23 Representacié Tedrica de I"’Ajustament de M-M a les Activitats Ezimatiques per una Reacci6

Especifica (Una Isoforma CYP450) en I"Experiment d”Inhibicié d"un Farmac.

1000 Farmac

«—f[concentracié 1=0

«—1ficoncentracio 2

concentraci6 3

|

concentracié 4

|

activitat enzimatica (pmol/ml/min)

concentracié 5

]

w

0 50 100 150 200 250 300 400 450
substracte especific (microM)
t

concentracié 1 concentraci6 3 concentracio 4
concentraci6 2

Es van estimar els valors de Kp, i Vmax per a cada isoforma CYP450 i cada
concentracio de farmac, i amb aquestes estimacions es van calcular els quocients

Km,app/Vmax,app de forma individual. Els quocients Ky app/Vmax,app €5 Van comparar
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entre les diferents concentracions de farmac amb un test estadistic. El test es va

realitzar de forma individual per cada isoforma (o reaccio especifica).

La seleccio del tipus de test estadistic es va fer analitzant la distribucié dels valors
mitjos dels quocients K app/Vmax,app- Quan la distribucié de les dades era normal
s"aplicava un test estadistic paramétric: analisi de la variancia d"una via. Quan els
valors no presentaven una distribucié normal, s"aplicava un test estadistic no

parameétric: test de Kruskal-Wallis.

Aguest estudi estadistic va permetre diferenciar els farmacs que podien interferir en
I"activitat d"una isoforma CYP450.

Calcul de I'ICsg

Es va determinar el valor de I'ICsq de les relacions farmac-isoforma CYP450 que en
el test estadistic havien donat diferéncies estadisticament significatives i per tant,

amb possibilitat d"interaccions.

Per aixo, les dades d"activitats enzimatiques obtingudes dels incubats de RLM, que
es van realitzar a una concentracié determinada de substracte especific i en
presencia de diferents concentracions de farmac, es van expressar com a percentatge
de la activitat control (concentracid zero de farmac). Els valors de concentracio de
farmac versus els percentages d’activitat, van ser ajustaments per la funcid

hiperbolica que descriu I"Equacio 8 utilitzant el software SigmaPlot.

c7

_ Equacio 8
Cy + |C507/

V:VO o 1—[

on, v és |"activitat enzimatica (pmol/mg proteina microsomal/min), Vo és I activitat

enzimatica en abséncia del farmac (pmol/mg proteina microsomal/min), C és la
concentracio del farmac (uM), ICso €s la concentracio del farmac que inhibeix

I"activitat maxima d"un enzim a la meitat (uM), i y és el factor de sigmoidicitat.



6.3.3

Tractament de les Dades

Calcul de la Kj. Métode de Regressido No-Lineal Simultania, SNLR. Equacions

derivades de M-M

Es van ajustar les set formules d’inhibicié que es descriuen en aguesta seccid a les
dades experimentals d activitat enzimatica, i es va seleccionar el model que millor

ajustava segons els criteris que es descriuen a continuacié. EI model indicava el
tipus d'inhibicié i aportava el valor de K;. La K; es va estimar per aquelles

associacions farmac-CYP450 en les que s havien detectat possibles interaccions

d“inhibicid després de I"estudi estadistic que es detalla a la secci6 anterior 6.3.1.

Per aixo, les segiients equacions d”inhibicié deduides de les equacions de M-M i de
Hill (seccidé 6.3.4), es van ajustar als valors d"activitat enzimatica de cada reaccio
CYP450-especifica, mitjancant SNLR i utilitzant el software WinNonlin. La Figura
24 mostra una representacié de |"ajustament teoric d’'un model d’inhibicié (en
aquest cas competitiu) mitjancant el WinNonlin. A la Figura s”observen representats
els valors d"activitat enzimatica a quatre concentracions de substracte especific, i tot

aixo per les cinc concentracions de farmac (inclosa la concentracio zero).

Figura 24 Representacié Tedrica d’un Model d”Inhibicié Mitjancant Regressions No-Lineals Simultanies
(SNLR) Utilitzant WinNonlin

Farmac (uM)

| Concentraci6 1=0

l.Concentracio6 2

"Concentraci6 3
-Concentraci6 4

I Concentraci6 5

Activitat Enzimatica (pmolV/mVmin)

150
\ Lo Substracte Especific (microM)
Concentraci6é 1
Concentraci6 3

Concentracio 2 Concentraci6 4

Les quatre equacions deduides del model cinetic de M-M son les seglients:
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6.3.3.1 Inhibicié Competitiva Simple

Es ddna quan el substracte i I"inhibidor competeixen pel mateix centre actiu de

I"enzim. El valor de la K, varia mentre que el valor de la Vmax €S manté constant.

Figura 25 Esquema Inhibicié Competitiva Simple

K K
s P
E+s _—* Es — P+E

. HK,-

El

E:enzim; S:substracte; ES:complexe enzim-substracte; l:inhibidor; El:complexe enzim-inhibidor;
P:producte; E;enzim total; K.constant de formacié del complexe enzim-substracte o constant de
Michaelis-Menten K, (uM); K,:constant de formacié de producte; Ki.constant de formaci6 del

complexe El o constant d"inhibicio.

Tenint en compte que,

V =Kp e[ES] (1)
Quan V =V, [ES]=[E] 1,

Vinax = Kp *[Et] 2)
A més,

[Ec]=[E]+[ES]+[EM]

[Es]- [EL'S[S] ©
[El]= @ (4)
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v Ks
Ks Ki
finalment,
V= Vimax © [S] Equacid 9

K .[1+L'_]+[s]j

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Vimax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);
[S]:concentracio de substracte (uM); [I]:concentracid d"inhibidor (uM), Ks:constant
de formacio del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten K,

(uM); Kj:constant d"inhibicid (uM).
Inhibicid No Competitiva Simple

Es dona quan el substracte i I"inhibidor s"uneixen a centres independents de I"enzim
i es forma el complexe ESI, qué no és eficac per la catalisi. Es un tipus d’inhibicio

que no es doéna freqlientment. El valor de Vmax queda afectat, pero el de Ky, es

manté inalterat.

Figura 26 Esquema Inhibicié No Competitiva Simple

K, K
ol
E+5 —'4— ES—'P-'-E
+1 HK,. +IHK,-
El ESI
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E:enzim; S:substracte; ES:complexe enzim-substracte; l:inhibidor; El:complexe enzim-inhibidor;
EIS:complexe enzim-inhibidor-substracte; P:producte; E;enzim total; Ks:constant de formacid del
complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten; Kj:constant de formacié de producte;
Ki:constant de formaci6 del complexe El i ESI o constant d”inhibicio.

Tenint en compte (1), (2), (3), (4) i

[ESI] M (5)

1 S

llavors,
[E:]=[E]+[ES]+[EI]+][ESI]

v Kp'[ES]

[E] [E]+[ES]+[EI]+[ESI]

v [S]

Voo B I BRI

+—+——+
KS Ki Ki.KS

[S]°Vmax

" [ﬂﬂm@ﬂlj Fauedo 10

V =

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Viax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);
[S]:concentraci6 de substracte (uM); [1]:concentracié d”inhibidor (uM), Ks:constant
de formacio del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten K,

(uM); Kj:constant d”inhibicié (uM).

Inhibicio Acompetitiva Simple
Es dona quan l'inhibidor s"uneix a I'enzim només quan aquest ja esta unit al
substracte.
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Els valors de Vmax 1 Ky disminueixen. Normalment en aquests casos el substracte i

I"inhibidor tenen una estructura molt semblant.

Figura 27 Esquema Inhibicié Acompetitiva Simple

K K
s P
E+s _—* ES— P+E

+|HK,-

ESI

E:enzim; S:substracte; ES:complexe enzim-substracte; l:inhibidor; EIS:complexe enzim-inhibidor-
substracte; P:producte; E:enzim total; Kg.constant de formacid del complexe enzim-substracte o
constant de Michaelis-Menten K, (uM); Kg:constant de formacié de producte; K;:constant de

formacio6 del complexe ESI o constant d”inhibicid.
Tenint en compte (1), (2), (3), (5), i
[E¢]=[E]+[ES]+[ESI]

llavors,

Vv Kp‘[s]

[E;] [E]+[ES]+[ESI]

vo_ [s]
Vimax K .(1+I[<SS]+|[<SS]:E2]
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Vimax ® [S]

K +[s].(1+L'_]j

Equacio 11

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Vmax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);
[S]:concentraci6 de substracte (uM); [1]:concentracié d”inhibidor (uM), K:constant
de formaci6 del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten K,

(uM); Kj:constant d”inhibicio (uM).
Inhibicié Mixta
Aquest tipus d’inhibicio engloba una barreja entre la inhibicié acompetitiva i la no

competitiva, i les unions de I"inhibidor i del substracte a I"'enzim no s"exclouen

mutuament. Normalment |"efecte de I"inhibidor altera l1a Vipax i la Kpy.

Figura 28 Esquema Inhibicié Mixta

K, K
yo)
E+s .—* Es— P+E
+ | HK; +IH aKf
El .~ ESI
aKS

E:enzim; S:substracte; ES:complexe enzim-substracte; l:inhibidor; El:complexe enzim-inhibidor;
EIS:complexe enzim-inhibidor-substracte; P:producte; E;enzim total; Ks:constant de formacid del
complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten Ky, (uM); Kp:constant de formacié de
producte; Kj:constant de formacié del complexe El i ESI o constant d’inhibicid; o: constant que

relaciona K i K;.

Tenint en compte (1), (2), (3), (4),

5] [E1[s]e[1]

:aOKiOKS
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[E;]=[E]+[ES]+[EN]+[ESI]
llavors,

v Kp’[ES]
[E.] [E]+[ES]+[EI]+[ESI]

V= [S].Vmax ] Equaci6 12

Ks '(“LI-]}[S]{“[I]

aeK;

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Vimax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);
[S]:concentracio de substracte (uM); [1]:concentracid d"inhibidor (uM), Ks:constant
de formacié del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten K,

(uM); K;: constant d”inhibicié (uM); a: constant que relaciona K i Ki.
Formules d”Inhibicié Reversible Sigmoidal

Una part important del treball va consistir en desenvolupar una série d’equacions
per considerar les inhibicions competitiva, no competitiva i acompetitiva per
cinétiques enzimatiques deduides de I"equacio de Hill, que no estaven descrites en
bibliografia. Les equacions es van programar en el software WinNonlin i es van

ajustar a les dades d"activitat (velocitat enzimatica).
A continuacio es descriuen les equacions.
Inhibicié Competitiva Sigmoidal

L esquema és el mateix que descriu la inhibicié competitiva simple (secci6 6.3.3.1)
pero, considerant n, que és el niamero de centres d"unié que hi ha en una molécula

d“enzim per un S.
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] Equaci6 13

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Vmax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);
[S]:concentraci6 de substracte (uM); [1]:concentracié d”inhibidor (uM), K:constant
de formacio del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten Ky,

(uM); Kj:constant d"inhibicié (uM); n:namero de Hill.
Inhibicid No Competitiva Sigmoidal

L esquema és el mateix que descriu la inhibici6 no competitiva simple (secci

6.3.3.2) pero, considerant n.

V =

n
[S] 'Vmax ]J Equaci6 14

K" °(1+ E]}L [s]" -(1+|[<'

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Vimax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);
[S]:concentracio de substracte (uM); [1]:concentracié d"inhibidor (uM), Ks:constant
de formacié del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten, Ky,

(uM); Kj:constant d”inhibicié (uM); n:nimero de Hill.
Inhibicié Acompetitiva Sigmoidal

L esquema és el mateix que descriu la inhibicié acompetitiva simple (seccio 6.3.3.3)

pero, considerant n.

Vimax '[S]n
K" +[S]" '[“LI]

V =

] Equacié 15

v:velocitat (pmol/mg proteina/min); Vmax:velocitat maxima (pmol/mg proteina/min);

[S]:concentracio de substracte (uM); [1]:concentracié d"inhibidor (uM), Ks:constant
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de formacio del complexe enzim-substracte o constant de Michaelis-Menten K,

(uM); Kj:constant d”inhibicié (uM); n:namero de Hill.

Una vegada ajustades les dades, es va seleccionar el model d’inhibicié que millor
ajustava a les dades d"acord amb : a) L evolucidé de Ky, i Vimax @ cada concentracio

d’inhibidor, b) els criteris estadistics d”Akaike (AIC) i de Schwartz (SBC), c) el
coeficient de variacié (CV%) en |"estimacio6 dels parametres.

Calcul de la K. “Metode de K app”

Es un métode que permet estimar el valor de K; a partir de la representaci6 de les

concentracions de farmac versus els valors del quocients Kn/Vmax (calculats en la
seccid 6.3.1). A continuacid, una regressid lineal simple es va ajustar als valors dels

quocients.

El valor de K; es va obtenir de la interseccid en |"eix de les x, quan y=0.
(ref. 94, ref. 95)

Calcul de la K “ICsp-to-K Converter”

Aquest métode és una nova eina que existeix a internet i que permet estimar els
valors de K; a partir dels valors experimentals d"1Csgq, per inhibidors d’enzims que
segueixen una cinética de M-M. La pagina web calcula els valors de K; pels tres
tipus d’inhibici6 simple (competitiva, no competitiva i acompetitiva) considerant el
farmac com la molecula que s"uneix a I"'enzim amb un tipus d"inhibicié reversible
“classica”, 0 també considerant el farmac com un inhibidor d"uni¢ “forta” (“tight

binding inhibitor”). Pel calcul en el cas d’inhibicio “classica”, el programa utilitza el
valor de la concentracio de substracte especific utilitzada en I"estimacio de la 1Csy,
el valor de la ICxp, i el valor de la Ky, El calcul en el cas dinhibici6 “tight binding”,

s’utilitza també el valor de la concentracio de I"enzim. En el present treball s"utilitza

el calcul d'inhibicio reversible “classica”.
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El metode es va crear amb la idea d"obtenir el valor de la K; simplificant el nimero
d’experiments, i d"aportar informacié a I'investigador de forma rapida per dirigir
I"estudi d"un nou farmac. Per aplicar-lo, s"assumeix que el substracte i I"inhibidor
s‘uneixen de forma reversible a I'enzim, i que no hi ha una unié multiple de
molécules d’inhibidor a I’enzim, ni cooperativitat 0 mecanismes complexes

d“inhibicid, com les inhibicions mixtes o parcials.
(ref. 96)

Determinacio de la Unié No-Especifica del KT, la KTA, la BN, el FEN i la XYL

a Proteines Microsomals
Determinaci6 de la Unio de la KTA a Proteines Microsomals. Model In Vitro

La unié no-especifica dels farmacs a proteines microsomals es va estudiar in vitro
en el cas de la KTA.

Calcul del Percentatge de Recuperacio (%R)

El %R de la metodologia analitica deguda a la precipitacid de les proteines durant la

preparacio de la mostra es calcula com s”indica a continuacio:

RrLMs
WR=—100 Equaci6 16

Rems

on,
RrLms = mitjana (n=3) de I"area de pic de KTA en RLMS
Rems = mitjana (n=3) de |"area de pic de KTA en FMS
Calcul del Percentatge de KTA Unida (%M)

El percentatge de KTA unida (%M) al material d"ultrafiltracid (tubs Centrifree) es

calcula amb la seguent equacio:
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M
%M = —L 100 Equacié 17
MA

on,

Ma= mitjana (n=3) de I"area de pic de KTA en FMS-A

Mg= mitjana (n=3) de |"area de pic de KTA en FMS-B
6.4.1.3 Calcul del Percentatge del KTA Unida (%B) i No Unida (%F)

Els percentatges de KTA unida (%B) i no unida (%F) a les proteines microsomals es

va obtenir seguint la seglient equacio:

Crims s ® %R

0
Crivs_a %

%F = 100 Equaci6 18

%B =100 e %F
Crums-a= concentracidé (pmol/ml) mitjana (n=3) en el grup de mostres de RLMS-A

Crums-8= concentracio (pmol/ml) mitjana (n=3) en el grup de mostres de RLMS-B

En aquest cas, tant per Crms.a com per Cgroms-s, la KTA es va quantificar

interpolant el valor de I"area de pic en una corba de calibracié lineal (regressié

lineal).

6.4.2 Predicciéo de la Unid No-Especifica a les Proteines Microsomals Utilitzant les
Propietats Fisico-Quimiques del KT, la KTA, el BN, el FEN i la XYL. Models In

Silico

La determinacio in silico de la unio a proteines microsomals d"un farmac a partir de
les seves propietats fisico-quimiques es va fer d’acord amb meétodes descrits

bibliograficament. EI models que s apliquen son una série d"equacions que tenen en
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compte principalment la lipofilia de la molecula (logP) i el seu estat d"ionitzacié o

carrega.

Per aplicar els seguents models, primer es van classificar les molécules en tres grups

segons la seva carrega: acida, basica o neutra, i després es va assumir que: la unio a
proteines microsomals era no-especifica, que els valors de fy mic S"ajustaven a una

concentracio de proteina microsomal de 1 mg/ml, i qué la uni6 a proteines

microsomals per un mateix farmac era independent de I"espécie animal.

Aqguest model presenta I"avantatge que no necessita una part experimental.

Els models per la determinacio in silico de f,mic son els que es descriuen les

segients equacions:
e EIlI model d”Austin, mes apropiat per molecules acides:

tenint en compte que,

(1_ fu,mic)

u, mic

|Og =0.53e |Og D7_4 -1.42

llavors,

1
foo =
u,mic 10(0-53¢logD,,-1.42) _ 4

Equacié 19

e El model de Hallifax, mes apropiat per les molécules basiques:

1
f L=
Umic ™, 5(0.072¢l0g P+0.067log P-1.126) _ 4

Equacié 20

e El model combinat;
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1
f s =
mic = - 10(056¢logP/D-141) , ¢

Equacié 21

a on el logP/D és el valor de logD74 en molécules acides, i el valor de logP en
molécules basiques. Aix0 és degut a que I"afinitat als fosfolipids de membrana a

pH7 4 per part de les molecules basiques es descriu millor pel valor de logP que pel
valor de logD74, i a I'inversa per les molécules acides. C és la concentracié de

proteina microsomal.
e El model de Simcyp® per:

o molécules acides:

1
f s =
u.mic = (02elogP-154) , 4

Equacio 22

o molécules basiques:

1
10(0.58¢log P—2.02)+1

fu, mic = Equacio 23

(ref. 98, ref. 99, ref. 100, ref. 101, ref. 102, ref. 103)

Els valors de f,, mic obtinguts pels dos métodes, es van multiplicar pel valor de K; i es

va obtenir el valor de K no unida.
Calcul de la K; Modificada per la fy mic

Per obtenir els valors de Kj no unida es van multiplicar els valors de K; pel factor

fu,mic-

Aquest calcul es va aplicar a aquelles relacions farmac-CYP450 on es va detectar

una interaccié potencial per inhibicié en la seccio 7.3.1.
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Calcul de Rexp

El quocient Reyp és el valor que es calcula tenint en compte el parametre d”inhibicié

K; i la concentracié6 maxima d’inhibidor assolida in vivo. Es un valor de “cutoff”

publicat a la directriu d"interaccions en el metabolisme de farmacs en humans de la
FDA (ref. 114).

Quan el Reyp €s >1.1 la directriu indica que s’ha de considerar el farmac com a

potencial inhibidor d’una isoforma CYP450, i per tant, iniciar un estudi per

examinar aquesta inhibicio.

El calcul del quocient es realitza segons la seglient equacio:

[ max ]
K;"

Rexp =1+ Equacié 24

aon,

Rexp, és la relacio de les arees sota la corba en plasma en preséncia i en absencia
d’inhibidor.

[Imax] €s la concentraci6 maxima de farmac en plasma (uM).

i Ki " és la constant d”inhibici6 no unida a proteines microsomals (LM).

(ref. 114)
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RESULTATS
Caracteritzacio Funcional dels Lots de RLM
Determinaci6 de la Concentracio de Proteina Microsomal

La Taula 10 mostra els valors de concentracié de proteina en RLM obtinguts per les
tecniques de precipitacié amb calci i d"ultracentrifugacid. S observa que la quantitat
de proteina per ml obtinguda amb el metode d ultracentrifugacio és
aproximadament 10 vegades més gran que amb el metode de precipitacié amb calci

i el rendiment és major.

Aqguests microsomes es van obtenir del fetge de rates no tractades amb farmac, i les

determinacions es van fer per duplicat en cada lot.

Taula 10 Lot, Métode de Preparacio dels Microsomes, i Concentracié de Proteina Microsomal en els

RLM Obtinguts

Data Lot Teixit Métode Volumen (ml) | Conc. Proteina Inicial Proteina Conc. Proteina Final
Preparacio Preparacio | soluc. Microso. (mg/ml) Total (mg) (mg/ml)
27/04/2000 | 00BHRSDMC Ca++ 46,49 10,81 502,56 10
09/02/2001 | 009HRSDMC Fetge Cat++ 57,63 7,67 442,02 5
24/10/2001 | 010HRSDMC Ca++ 70,82 11,89 842,05 10
12/07/2007 | 029HRSDMC ULTRA C 17,07 95,63 1632,59 20

Ca++ : Precipitaci6 amb Calci
ULTRA_C: Ultracentrifugacié

7.1.2

Determinaci6 del Citocrom P450 en RLM

La Figura 29 mostra els espectres d absorcio ultravioleta del CYP450 en dos lots de
RLM. El lot 008HRSDMC correspon a microsomes obtinguts amb el métode de
precipitacié amb calci. El lot 029HRSDMC correspon a microsomes obtinguts per
ultracentrifugacid. En ambdds lots, les mostres per I"analisi es van preparar a una
concentracio de 1 mg/ml en Tris.HCI 50 mM pH 7.4 : glicerol (80:20).

93



Resultats

Figura29 Espectre d"Absorci6 del CYP450

008HRSDMC 029HRSDMC

Absorbancia
Absorbancia

nm

420 450 480 nm 420 450 480

La Taula 11 mostra el contingut en CYP450 per mg de proteina microsomal, dels

lots 00BHRSDMC i 029HRSDMC de RLM.

Taula 11 Loti Contingut de CYP450 en els RLM Obtinguts

Lot Replicats Conc Absorcio Contingut en CYP450
proteina (mg/ml) 490 nm 450 nm (490-450) nm | (nmol/mg) | Mitjana (nmol/mg)

1 1 3.8580E-01 | 4.5364E-01 6.78E-02 0.75

008HRSDMC 2 0.25 9.5723E-03 [ 5.4277E-03 1.50E-02 0.66 0.7

009HRSDMC n.d.

010HRSDMC n.d.
1 1 5.20E-02 1.20E-02 4.00E-02 0.44

029HRSDMC 2 1 4.30E-02 1.00E-02 3.30E-02 0.36 0.4

n.d.: No determinat per problemes tecnics.

7.1.3 Determinacio de I Activitat NADPH-CYP450 Reductasa en RLM

A la Taula 12 es mostren els valors d activitat CYP450 reductasa en lots de RLM

que es van utilitzar en el present treball.
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Taula 12 Valors de I’ Activitat NADPH-CYP450 Reductasa en els Lots de RLM Obtinguts

Lot Replicat| CYP450 Reductasa CYP450 Reductasa
(nmol/mg/min) Mitjana (nmol/mg/min)
202.4
238.1 226.2
238.1
238.1
285.7 265.9
273.8
154.8
154.8 150.8
142.9
158.0
178.1 171.5
178.6

008HRSDMC

009HRSDMC

010HRSDMC

029HRSDMC

WNRFRPIWNRPRPWNRWDN P

Cinéetiques Enzimatiques

El lot de microsomes 008HRSDMC es va utilitzar en aquests experiments, excepte
en l'estudi de les cinétiques enzimatiques dels CYP450: CYP2A1/2, CYP2C,
CYP2C11i CYP3AL/2, on es va utilitzar el lot 029HRSDMC.

Determinacio de la Linealitat en la Produccié de Metabolit CYP-Especific en

Funcié del Temps i en Funcio de la Concentracié de Proteina Microsomal

Les seglients Figures mostren les representacions dels experiments per I"estudi de la
linealitat en la produccié de metabolit especific en funcio del la concentracié de

proteina microsomal (Figura 30) i del temps d”incubaci6 (Figura 31).

Les representacions de la Figura 30 mostren que la reaccioé del CYP2E1 és lineal
fins que s’incuba a una concentracié de proteina de 2 mg/ml; les reaccions de
CYP2D1, CYP2B1/2, CYP2A1/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP3A1/2 sbn lineals fins
arribar a la concentracié de 1 mg/ml; i la reacci6 especifica del CYP1A1/2 és lineal

fins la concentracio6 de 0.5 mg/ml.

Les representacions de la Figura 31 mostren que la reaccio especifica del CYP2E1
és lineal fins als 30 min de temps d’incubacio; la reaccié del CYP2D1 és lineal fins
els 25 min d"incubacio; i les reaccions CYP1AL/2, CYP2A1/2, CYP2B1/2, CYP2C,
CYP2C11 i CYP3A1/2 sén lineals fins els 10 min d"incubacio.
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Figura 30 Representacions de la Linealitat en la Produccié de Metabolit Especific en Funcio de la Concentracid de Proteina Microsomal per cada CYP450

6-hidroxiclorzoxazona, pmol/ml|
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CZX: cloroxazona, DEX: dextrometorfa, ERO: etoxiresorufina, PRO: pentoxiresorufina, TST: testosterona, Hidroxitetosterona: 6-p-hidroxitestosterona (CYP3A1/2), 16-a-
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Figura 31 Representacions de la Linealitat en la Produccié de Metabolit Especific en Funci6 del Temps d”Incubacié per cada CYP450

Resultats
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Resultats

A partir de la informacid obtinguda per observacio de les representacions de la
Figura 30 i la Figura 31, es van fixar la concentracio de proteina microsomal i el

temps d’incubacid en cada reaccio especifica, segons s’ indica a la Taula 13.

Taula 13 Reaccions Especifiques de cada CYP450: Temps d” Incubaci6 i Concentracié de Proteina

Microsomal
Concentracié
Temps de
CYP450 Reaccid especifica d’incubacio .
(min) proteina
(mg/ml)
CYP2E1 Clorzoxazona-6-hidroxilasa 10 1
CYP2D1 Dextrometorfa-O -demetilasa 20 1
CYP1A1/2 Etoxiresorufin-O -deetilasa 10 0.5
CYP2B1/2 | Pentoxiresorufin-O -dealquilasa 10 0.5
CYP2A1/2| Testosterona-7a-hidroxilasa
CYP2C Testosterona-16a-hidroxilasa 10 05
CYP2C11 Testosterona-2a-hidroxilasa '
CYP3Al/2| Testosterona-6p-hidroxilasa

7.2.2 Determinaci6 dels Parametres Cinétic-Enzimatics Kmy i Vinax

A la Taula 14 i a la Taula 15 es mostren els valors dels parametres cinetics (Kp, i
Vmax), €l coeficient de variacié (%) de I'estimacid dels parametres, la desviacio

estandard, i els criteris estadistics d"’AIC i SBC. Tot aix0, per cada reaccio

especifica i cada model cinétic (M-M i Hill).
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Resultats

Taula 14 Parametres Cinetics Km i Vmax. Models de Michaelis-Menten i de Hill. CYP2E1, CYP2D1, CYP1A1/2i CYP2B1/2

Ajustat equacié Michaelis-Menten

cyp2e1 ™M

cyp2p1 ™M

CYP1A1/2

cyp21/2 MW

CYP450 Clorzoxazona-6-hidroxilasa

Dextrometorfa-O -demetilasa

Etoxiresorufina-O -dealquilasa

Pentoxiresorufina-O -dealquilasa

valor SD CV%

valor SD CV% AIC SBC

valor SD CV% AIC SBC

valor SD CV% AIC SBC

Km 223.2 11.7 5.3

Vmax | 5006.7 861 1.7 2975 29938

4331 7.2 17 725 729
6.6 0.8 12.2

1329 3.9 29 1277 1295

0.6 0.1 11.6

13.7 0.6 4.4 306 315
3.3 0.6 17.0

Ajustat equacié de Hill (Sigmoidal)

CYP2E1

CYP2D1

cYP1A1/2 ™

CYP2B1/2

CYP450 Clorzoxazona-6-hidroxilasa

Dextrometorfa-O -demetilasa

Etoxiresorufina-O -dealquilasa

Pentoxiresorufina-O -dealquilasa

valor SD CV%

valor SD CV% AIC SBC

valor SD CV% AIC SBC

valor SD CV% AIC SBC

V max 4885.9 1873 3.8 299.0 3025

Km 2103 207 9.8
Y 1.0 01 57

4379 114 2.6 73.8 74.4

0.9 141
0.2 18.6

161.4 199 12.3 123.0 1257

1.0 0.5 45.1
0.6 0.1 19.3

134 1.0 7.8 324 339

3.2 0.6 19.8
1.1 0.3 26.3

V max - velocitat maxima (pmol/mg proteina/min)
K, :constant de Michaelis-Menten (uM)

y : factor de sigmoidicitat

SD: desviaci6 estandar

CV(%): coeficient de variacio (%)
AIC: criteri estadistic d"Akaike
SBC: criteri estadistic de Schwartz

(M-M): els valors d”AIC i SBC indiquen que el model de M-M ajusta millor a les dades
(H): els valors d"AIC i SBC indiquen que el model de Hill ajusta millor a les dades
CYP1A1/2: els valors de CV% dels parametres estimats son inferiors quan el model de M-M s"ajusta a les dades
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Resultats

Taula 15 Parametres Cinéetics Km i Vmax. Models de Michaelis-Menten i de Hill. CYP2A1/2, CYP2C, CYP2C11i CYP3A1/2

Ajustat equacié Michaelis-Menten

cYP2A1/2 MW CYP2C CYP2C11 CYP3A1/2
CYP450 Testosterona-7-a-hidroxilasa Testosterona-16-a-hidroxilasa Testosterona-2-a-hidroxilasa Testosterona-6-f-hidroxilasa
valor SD CV% AIC SBC valor SD CV% AIC SBC | valor SD CV% AIC SBC valor SD CV% AIC SBC
V max 191.7 6.3 3.3 152.6 154.4] 1176.6 80.1 6.8 2231 2249 686.9 331 4.8 196.4 198.2 | 2278.0 75.6 3.3 230.1 2319
Km 10.9 1.9 17.8 60.7 12.9 21.2 44.6 7.3 16.4 34.0 4.2 12.2
Ajustat equacid de Hill (Sigmoidal)
CYP2A1/2 cypac ™ cypzc11 ™ cyp3al2 ™
CYP450 Testosterona-7-a-hidroxilasa Testosterona-16-a-hidroxilasa Testosterona-2-a-hidroxilasa Testosterona-6-B-hidroxilasa
valor SD CV% AIC SBC valor SD CV% AIC SBC | valor SD CV% AIC SBC valor SD CV% AIC SBC
V max 196.1 133 6.8 154.4 157.0 | 1007.6 48.1 4.8 2135 216.0 | 6353 35.2 55 194.8 197.0| 2167.1 94.1 4.3 229.6 232.0
Km 10.9 2.3 20.7 44.7 4.8 10.7 38.3 5.3 13.9 30.9 3.6 11.6
Y 0.9 0.3 29.2 1.7 0.3 16.1 1.3 0.2 16.0 1.2 0.2 13.0

V max : velocitat maxima (pmol/mg proteina/min)
Km :constant de Michaelis-Menten (puM)

y : factor de sigmoidicitat

SD: desviaci6 estandar

CV(%): coeficient de variacio (%)

AIC: criteri estadistic d”Akaike

SBC: criteri estadistic de Schwartz

(M-M): els valors d"AIC i SBC indiquen que el model de M-M ajusta millor a les dades

(H): els valors d"AIC i SBC indiquen que el model de Hill ajusta millor a les dades

CYP3AL1/2: el valor d”AIC és menor en I"ajustat de Hill, el valor de SBC és menor en |"ajustat de M-M
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7.3

Resultats

Segons la informacio obtinguda de les taules, els models seleccionats que es van
seleccionar van ser el de M-M per ajustar les activitats dels CYP450 2E1, 2D1,
2B1/2 1 2A1/2, i el model de Hill per ajustar les activitats dels CYP450 1A1/2, 2C,
2C11i CYP3ALl/2.

Amb aquesta referencia es va establir que les equacions d"inhibicio que s ajustarien
en I"estudi s”inhibicid in vitro serien les deduides I"equacié de M-M per totes les
isoformes CYP450, i a més a més, les equacions deduides de I"equaci6 de Hill per
les isoformes: CYP1A1/2, CYP2C, CYP2C11i CYP3A1/2.

Estudi In vitro d”Inhibici6 de les CYP1A1/2, 2A1/2, 2B1/2, 2C, 2C11, 2D1, 2E1 i
3A1/2 per la KTA, la XYL, el KT, laBNiel FEN

Les segiients Taules mostren els valors dactivitat enzimatica adquirits en els
experiments d’inhibicio, que es descriuen a la seccié 5.5. Els valors s obtenen de
forma individual dels cinc farmacs (KT, KTA, XYL, BN i FEN), per les vuit
isoformes CYP450 (CYP1Al/2, CYP2A1/2, CYP2B1l/2, CYP2C, CYP2Cl1,
CYP2D1, CYP2ELl i CYP3A1/2).
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Resultats

Taula 16 Estudi d”Inhibicidé del CYP2EL. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb KTA

Concentracié | Concentracié Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketoprofé clorzoxazona 6-hidroxiclorzoxazona
uM uM

replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

50 617.4 592.9 1436.1 882.1 479.9 54.4

0 250 2002.8 1932.1 m.p. 1967.4 - -
500 2684.4 2960.2 2629.7 2758.1 177.2 6.4

1000 3427.7 3451.7 3371.9 3417.1 41.0 1.2

100 1438.9 1282.5 1425.8 1382.4 86.7 6.3

25 250 1961.2 2078.1 1933.5 1990.9 76.8 3.9
500 2215.1 2864.7 2674.8 2584.9 334.0 12.9

1000 3882.4 3383.0 3528.3 3597.9 256.9 7.1

100 935.9 980.8 981.6 966.1 26.2 2.7

50 250 2062.0 2001.5 1966.8 2010.1 48.2 2.4
500 2778.0 2586.2 2680.5 2681.6 95.9 3.6

1000 3621.7 3473.3 3557.8 3550.9 74.4 2.1

100 1261.0 1129.6 1125.9 1172.1 77.0 6.6

1250 250 1810.7 1914.6 1930.5 1885.2 65.1 35
500 2612.7 2492.9 2817.1 2640.9 163.9 6.2

1000 3489.6 3498.0 3502.0 3496.5 6.3 0.2

100 1179.8 1178.9 984.2 1114.3 112.7 10.1

5000 250 1940.6 1806.1 1822.1 1856.3 73.5 4.0
500 2904.5 2448.9 2234.6 2529.4 342.1 13.5

1000 3292.5 3277.3 3149.4 3239.7 78.6 2.4

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perqué n<2

Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina clorzoxazona 6-hidroxiclorzoxazona
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

50 137.2 140.9 132.3 136.8 4.3 3.1

0 250 813.8 814.9 7775 802.1 21.3 2.7
500 1159.2 1202.4 1229.9 1197.2 35.6 3.0
1000 17215 1511.8 1581.3 1604.9 106.8 6.7
100 m.p. m.p. m.p. m.p. - -

5 250 770.5 759.3 764.5 764.8 5.6 0.7
500 1207.3 1194.5 1266.1 1222.6 38.2 3.1
1000 2513.1 1775.0 1913.4 2067.2 392.4 19.0
100 269.7 268.0 273.8 270.5 3.0 1.1

o5 250 667.1 717.0 717.1 700.4 28.9 4.1
500 982.4 978.6 1109.0 1023.3 74.2 7.3
1000 1658.4 1767.0 1811.7 1745.7 78.9 4.5
100 264.1 265.6 261.2 263.6 2.3 0.9

75 250 643.7 665.0 597.6 635.4 34.5 5.4
500 1169.0 1133.1 1174.5 1158.9 22.5 1.9
1000 1635.3 1637.0 1724.8 1665.7 51.2 3.1
100 244.6 250.9 275.0 256.8 16.0 6.2

375 250 580.5 575.0 588.6 581.3 6.8 1.2
500 1139.4 1188.5 1104.5 1144.1 42.2 3.7
1000 1681.1 1639.3 1684.4 1668.3 25.1 1.5

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 17 Estudi d”Inhibicié del CYP2EL. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb FEN

Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Buprenorfina | clorzoxazona 6-hidroxiclorzoxazona
uM M
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
50 361.6 359.7 354.5 358.6 3.7 1.0
0 250 1162.8 1135.5 1135.3 1144.5 15.8 14
500 1418.6 1432.0 1329.3 1393.3 55.8 4.0
1000 1826.6 1735.9 1678.1 1746.9 74.8 4.3
100 615.2 620.2 614.4 616.6 3.2 0.5
0.02 250 1083.1 1444.3 1297.3 1274.9 181.6 14.2
500 1656.6 1383.0 1318.6 1452.7 179.5 12.4
1000 1303.5 1553.4 1493.9 1450.3 130.5 9.0
100 681.4 619.6 542.6 614.5 69.5 11.3
01 250 1181.2 1271.8 1201.6 1218.2 47.5 3.9
500 1285.3 1259.7 1171.7 1238.9 59.6 4.8
1000 1274.1 2138.0 1324.5 1578.9 484.9 30.7
100 661.6 646.6 653.0 653.7 7.5 1.1
05 250 1222.2 1214.8 1148.4 1195.1 40.7 3.4
500 1514.8 1494.5 1423.0 1477.4 48.2 3.3
1000 m.p. m.p. 1754.3 1754.3 - -
100 674.1 693.5 643.1 670.2 25.4 3.8
25 250 1138.4 1217.6 1179.1 1178.4 39.6 3.4
500 1671.4 1667.5 1644.3 1661.1 14.7 0.9
1000 1838.7 2048.7 1953.5 1947.0 105.2 5.4
m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentraci6 Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil clorzoxazona 6-hidroxiclorzoxazona
pM M
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
50 559.0 547.4 586.0 564.1 19.8 3.5
0 250 1487.3 1575.6 1469.1 1510.7 57.0 3.8
500 2510.0 2370.4 2486.4 2455.6 74.7 3.0
1000 2944.6 3035.9 3027.5 3002.7 50.5 1.7
100 917.5 975.9 895.0 929.5 41.8 4.5
01 250 1457.5 1665.4 1756.0 1626.3 153.1 9.4
500 2471.0 2426.5 2190.5 2362.7 150.7 6.4
1000 3001.8 2936.0 2693.0 2876.9 162.7 5.7
100 976.9 889.0 907.6 924.5 46.4 5.0
05 250 1743.7 1747.3 1659.1 1716.7 49.9 2.9
500 2430.0 2377.1 2301.9 2369.6 64.4 2.7
1000 2962.1 2995.7 2956.8 2971.6 21.1 0.7
100 891.5 977.5 952.2 940.4 44.2 4.7
5 250 1708.8 1797.2 1762.4 1756.1 44.5 2.5
500 2224.5 2198.4 2163.7 2195.5 30.5 1.4
1000 2883.7 2495.4 2827.7 2735.6 209.9 7.7
100 978.4 778.6 874.2 877.1 99.9 11.4
20 250 1832.4 1848.8 1749.1 1810.1 53.5 3.0
500 2447.1 2320.8 2509.1 2425.7 95.9 4.0
1000 2605.6 2933.5 29134 2817.5 183.8 6.5
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Resultats

Taula 18 Estudi d"Inhibici6 del CYP2EL. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacié amb XYL

Concentracié

Concentracié

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Xilacina clorzoxazona 6-hidroxiclorzoxazona
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)

50 732.9 705.2 663.3 700.5 35.0 5.0

0 250 2164.0 2119.9 2106.3 2130.1 30.2 1.4
500 2816.3 3001.3 3008.1 2941.9 108.9 3.7
1000 3693.3 3550.9 3526.5 3590.2 90.1 2.5
100 1283.8 1282.3 1215.3 1260.5 39.1 3.1

25 250 2035.0 2038.4 2071.3 2048.2 20.1 1.0
500 2942.7 2926.2 2922.9 2930.6 10.6 0.4
1000 3489.1 3497.9 3366.3 3451.1 73.6 2.1
100 1084.3 1072.7 1199.4 1118.8 70.1 6.3

10 250 2232.9 2234.2 2100.0 2189.0 77.1 3.5
500 2989.0 2951.1 3018.8 2986.3 33.9 1.1
1000 3380.1 3396.5 3580.2 3452.2 111.1 3.2
100 1108.5 1214.8 1103.2 1142.2 63.0 5.5

50 250 2134.2 2011.0 2191.7 2112.3 92.3 4.4
500 3042.4 2956.6 2877.5 2958.8 82.5 2.8
1000 3468.0 3502.7 3326.4 3432.4 93.4 2.7
100 948.5 988.6 948.7 961.9 23.1 2.4

250 250 1916.0 2125.9 1879.4 1973.8 133.0 6.7
500 2797.2 2686.9 2693.5 2725.9 61.8 2.3
1000 3352.9 3004.4 3291.1 3216.1 185.9 5.8
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Resultats

Taula 19 Estudi d Inhibicié del CYP2D1. Valors d”Activitat (Velocitat).Incubacions amb KT i amb KTA

Concentracié

Concentraci6

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Ketoprofé dextrometorfa dextrorfa
uM M
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
5 121.9 123.7 130.4 125.3 4.5 3.6
0 25 315.1 225.3 201.9 247.4 59.8 24.2
250 351.5 374.0 335.6 353.7 19.3 5.4
1500 363.0 3475 363.1 357.8 9.0 2.5
25 201.9 192.9 200.6 198.5 4.8 24
25 250 m.p. 359.2 330.7 345.0 - -
500 314.7 352.6 340.9 336.1 19.4 5.8
1500 346.1 313.8 334.4 331.4 16.4 4.9
25 192.6 183.5 181.7 185.9 5.8 3.1
50 250 340.2 368.8 365.0 358.0 15.5 4.3
500 371.9 361.0 361.8 364.9 6.1 1.7
1500 351.4 321.8 315.9 329.7 19.0 5.8
25 166.9 436.4 240.9 281.4 139.2 49.5
1250 250 309.4 333.6 327.6 323.6 12.6 3.9
500 349.2 341.6 351.9 347.6 5.3 1.5
1500 298.0 281.7 277.0 285.6 11.0 3.9
25 177.9 183.7 91.7 151.1 51.5 34.1
5000 250 307.8 281.3 303.8 297.6 14.3 4.8
500 256.7 261.5 250.8 256.4 5.4 2.1
1500 194.3 188.5 198.4 193.7 4.9 2.5
m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentraci6 Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina dextrometorfa dextrorfa
pM M
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
5 70.0 68.9 67.6 68.9 1.2 1.7
0 25 143.2 138.3 140.2 140.6 25 1.8
250 198.4 199.4 195.8 197.9 1.9 0.9
1500 184.1 174.4 175.9 178.1 5.2 2.9
25 142.5 139.5 136.0 139.3 3.2 2.3
5 250 188.4 185.6 189.3 187.8 1.9 1.0
500 196.0 191.1 184.6 190.6 5.7 3.0
1500 167.2 160.8 169.8 165.9 4.6 2.8
25 133.9 136.1 132.2 134.0 1.9 15
o5 250 176.5 188.2 193.2 186.0 8.6 4.6
500 177.1 183.7 174.1 178.3 4.9 2.8
1500 172.9 174.4 172.7 173.3 0.9 0.5
25 135.0 126.1 126.9 129.3 4.9 3.8
75 250 179.7 173.7 171.5 175.0 4.3 2.4
500 181.2 176.5 168.2 175.3 6.5 3.7
1500 155.8 165.0 167.7 162.8 6.3 3.8
25 91.6 91.0 88.8 90.5 15 1.6
375 250 158.0 168.6 163.3 163.3 5.3 3.3
500 167.9 147.8 157.8 157.8 10.1 6.4
1500 168.1 144.9 156.6 156.5 11.6 7.4
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Resultats

Taula 20 Estudi d Inhibicié del CYP2DL1. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb FEN

106

Concentracié

Concentracié

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Buprenorfina | dextrometorfa dextrorfa
uM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
5 173.0 164.2 172.7 169.9 5.0 3.0
0 25 417.9 418.6 424.5 420.3 3.7 0.9
250 370.7 371.4 374.4 372.2 2.0 0.5
1500 336.6 344.4 343.7 341.5 4.3 1.3
25 337.6 308.8 311.2 319.2 16.0 5.0
250 418.3 409.9 410.3 412.8 4.8 1.2
0.02
500 m.p. m.p. m.p. m.p. - -
1500 338.9 312.8 334.5 328.8 14.0 4.3
25 309.7 325.6 308.0 314.4 9.7 3.1
01 250 411.1 413.7 407.1 410.6 3.3 0.8
500 380.3 385.9 363.8 376.7 115 3.0
1500 289.6 324.4 295.8 303.3 18.6 6.1
25 323.0 330.3 331.4 328.2 4.6 14
05 250 420.4 409.2 417.3 415.7 5.8 14
500 378.1 379.5 387.6 381.7 5.1 1.3
1500 332.1 286.1 298.8 305.7 23.8 7.8
25 320.6 320.8 324.2 321.9 2.0 0.6
25 250 421.0 423.8 427.5 424.1 3.3 0.8
500 433.8 423.4 418.5 425.2 7.8 1.8
1500 329.8 315.8 296.5 314.1 16.7 5.3
m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracié Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil dextrometorfa dextrorfa
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
5 157.9 150.4 152.9 153.7 3.8 2.5
0 25 m.p. m.p. m.p. m.p. - -
250 324.5 318.7 318.8 320.7 3.3 1.0
500 269.6 268.4 264.9 267.6 2.4 0.9
5 276.6 271.0 262.1 269.9 7.3 2.7
01 25 305.4 281.5 302.5 296.5 13.1 4.4
' 250 282.9 278.5 271.6 277.7 5.7 2.1
500 263.5 267.9 257.9 263.1 5.0 1.9
5 277.2 272.0 273.9 274.3 2.6 1.0
05 25 324.7 322.6 326.8 324.7 2.1 0.6
' 250 264.7 273.2 281.7 273.2 8.5 3.1
500 237.4 256.4 247.9 247.2 9.5 3.9
5 255.3 246.6 247.8 249.9 4.7 1.9
5 25 317.8 262.0 302.4 294.1 28.8 9.8
250 283.9 360.0 315.6 319.8 38.2 11.9
500 242.1 227.3 235.0 234.8 7.4 3.1
5 231.5 239.7 241.3 237.5 5.2 2.2
20 25 297.1 298.0 294.3 296.5 2.0 0.7
250 3344 335.9 325.5 331.9 5.6 1.7
500 231.8 242.9 245.9 240.2 7.4 3.1

m.p.: mostra perduda durant I"analisi

-': no es pot calcular perqué n<2




Resultats

Taula 21 Estudi d”Inhibicié del CYP2D1. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacié amb XYL

Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Xilacina dextrometorfa dextrorfa
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

5 9.4 9.3 9.1 9.3 0.2 2.1

0 25 207.1 200.9 196.8 201.6 5.2 2.6
250 138.7 131.5 135.6 135.3 3.6 2.7
500 129.8 129.5 139.2 132.8 5.5 4.1
5 7.8 7.8 7.8 7.8 0.0 0.2

25 25 188.3 184.0 177.5 183.3 5.4 3.0
250 129.9 129.0 134.4 131.1 2.9 2.2
500 141.9 137.3 137.4 138.9 2.7 1.9
5 5.1 5.4 5.3 5.3 0.2 3.1

10 25 171.2 172.4 166.9 170.2 2.9 1.7
250 130.3 130.8 135.1 132.1 2.7 2.0
500 133.8 145.3 148.1 142.4 7.6 5.3
5 3.4 3.3 3.4 3.4 0.1 2.2

50 25 111.2 115.5 117.4 114.7 3.2 2.8
250 122.7 122.5 124.4 123.2 1.0 0.8
500 129.0 132.1 137.7 132.9 4.4 3.3
5 2.5 2.5 2.6 2.6 0.1 2.2

250 25 61.8 54.1 52.9 56.3 4.8 8.6
250 92.3 95.6 93.9 93.9 1.6 1.7
500 m.p. m.p. m.p. m.p. - -

m.p.: mostra perduda durant I"analisi

-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 22 Estudi d”Inhibicié del CYP1A1/2.Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb

108

KTA

Concentracié

Concentraci6

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Ketoprofe etoxiresorufina resorufina
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

0.25 7.6 8.0 8.1 7.9 0.3 3.4
0 5 17.4 18.6 19.3 18.4 1.0 5.2
10 35.1 35.6 28.8 33.2 3.8 11.4
50 23.1 21.0 21.9 22.0 1.1 4.9
1 12.4 12.3 12.0 12.2 0.2 1.7
50 5 17.7 17.2 18.6 17.9 0.7 4.0
10 23.2 37.6 315 30.8 7.2 235
50 21.0 22.3 21.2 21.5 0.7 3.2
1 11.4 11.9 12.2 11.8 0.4 3.8
200 5 15.7 15.5 16.0 15.7 0.3 1.8

10 21.4 31.9 m.p. 26.7 - -
50 21.4 20.8 21.2 21.1 0.3 15
1 8.4 9.0 8.7 8.7 0.3 3.8
1250 5 11.7 11.2 11.8 11.6 0.3 2.9

10 m.p. m.p. m.p. - - -
50 14.6 13.8 14.2 14.2 0.4 2.9
1 6.8 6.4 5.6 6.3 0.6 9.8
5 7.2 7.5 7.7 7.5 0.3 3.8
5000 10 7.4 9.6 6.6 7.9 1.6 19.7
50 8.3 8.1 9.1 8.5 0.5 5.9

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
Concentraci6 | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina etoxiresorufina resorufina
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

0.25 7.0 6.7 7.9 7.2 0.6 8.5
0 5 9.4 9.1 8.8 9.1 0.3 3.4
10 6.8 6.2 6.3 6.5 0.3 5.1
50 6.4 6.2 6.3 6.3 0.1 1.9

1 6.2 6.4 m.p. 6.3 - -
5 5 8.1 9.1 8.4 8.5 0.5 5.8

10 5.6 m.p. 5.9 5.7 - -
50 6.2 6.7 6.5 6.5 0.3 4.3
1 5.5 6.7 6.9 6.3 0.7 11.7
o5 5 7.3 7.6 7.8 7.6 0.2 3.1
10 5.0 5.2 5.2 5.1 0.2 3.0
50 6.1 5.9 5.6 5.9 0.3 4.4
1 5.8 6.4 6.7 6.3 0.5 7.6
75 5 7.0 7.8 7.1 7.3 0.4 6.0
10 5.1 4.6 5.0 4.9 0.3 5.1
50 5.3 5.3 5.5 5.4 0.1 1.6
1 5.5 5.2 5.7 5.5 0.2 4.2
375 5 5.8 5.9 6.1 5.9 0.1 2.3
10 4.2 4.1 4.1 4.1 0.0 1.0
50 4.5 4.7 4.6 4.6 0.1 2.5

m.p.: mostra perduda durant I"analisi

-': no es pot calcular perqué n<2




FEN

Resultats

Taula 23 Estudi d”Inhibicié del CYP1A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb

Concentracié

Concentracié

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Buprenorfina | etoxiresorufina resorufina
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

0.25 6.3 6.6 6.7 6.5 0.2 3.3

0 5 8.4 9.0 7.4 8.3 0.8 9.7

10 8.2 7.6 7.6 7.8 0.4 4.8

50 6.9 7.3 6.7 7.0 0.3 3.8

1 8.9 9.1 8.4 8.8 0.4 4.2

0.02 5 7.3 8.0 10.0 8.4 14 16.8

10 7.5 7.5 7.0 7.3 0.3 3.6

50 7.2 7.2 6.1 6.8 0.6 9.3

1 8.2 8.1 8.7 8.3 0.3 3.9

01 5 10.5 m.p. 9.7 10.1 - -

‘ 10 7.6 6.8 6.7 7.1 0.5 7.0

50 6.5 6.7 6.5 6.6 0.1 1.8

1 8.9 7.9 7.6 8.1 0.7 8.4

05 5 9.3 9.6 9.1 9.3 0.2 2.6

10 6.7 9.5 9.8 8.7 1.7 20.0

50 6.7 7.0 6.3 6.7 0.3 5.2

1 8.5 8.2 8.4 8.4 0.1 1.8

25 5 9.0 8.9 8.5 8.8 0.3 3.0

10 8.2 8.1 7.3 7.9 0.5 6.6

50 6.7 6.5 6.5 6.6 0.1 1.7

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil etoxiresorufina resorufina
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

0.25 125 12.9 12.8 12.7 0.2 1.7

0 5 24.4 23.4 23.8 23.9 0.5 2.1

10 22.3 21.2 21.2 21.6 0.7 3.0

50 19.8 19.0 17.4 18.7 1.2 6.4

1 18.1 18.1 17.4 17.8 0.4 2.3

01 5 23.3 24.4 23.9 23.9 0.5 2.2

10 21.0 25.8 22.4 23.0 2.5 10.7

50 17.6 19.7 16.2 17.8 1.8 9.9

1 18.0 18.3 16.8 17.7 0.8 4.5

05 5 24.0 23.7 24.0 23.9 0.2 0.7

10 25.7 24.8 22.3 24.3 1.8 7.4

50 17.0 18.7 18.1 17.9 0.9 4.8

1 17.4 17.9 15.6 17.0 1.2 7.1

5 5 20.8 20.5 20.4 20.6 0.2 1.1

10 20.7 21.8 20.8 21.1 0.6 2.7

50 16.6 16.5 17.5 16.9 0.6 3.3

1 15.5 16.0 16.0 15.8 0.3 1.9

20 5 16.7 17.8 17.6 17.3 0.6 3.4

10 19.1 18.9 17.7 18.6 0.7 4.0

50 14.2 13.7 15.1 14.4 0.7 5.1

109



Resultats

Taula 24 Estudi d"Inhibici6 del CYP1A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacié amb XYL

Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Xilacina etoxiresorufina resorufina
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
0.25 9.6 9.1 11.0 9.9 1.0 10.0
0 5 11.0 20.6 19.8 17.2 5.3 31.0
10 m.p. 15.3 17.9 16.6 - -
50 16.3 m.p. 14.6 15.5 - -
1 12.8 13.9 15.0 13.9 1.1 8.2
25 5 19.9 m.p. 18.4 19.2 - -
' 10 18.5 m.p. m.p. 18.5 - -
50 12.8 m.p. 12.5 12.7 - -
1 13.0 13.3 13.9 134 0.5 3.7
10 5 17.6 17.8 m.p. 17.7 - -
10 16.8 16.9 17.2 17.0 0.2 1.4
50 12.8 12.3 m.p. 12.6 - -
1 12.7 12.5 13.8 13.0 0.7 5.6
50 5 17.9 m.p. 16.5 17.2 - -
10 17.5 15.6 14.6 15.9 1.5 9.2
50 13.5 12.0 m.p. 12.8 - -
1 16.1 14.8 15.7 15.5 0.7 4.4
250 5 m.p. 17.5 17.7 17.6 - -
10 17.2 16.6 m.p. 16.9 - -
50 14.3 13.5 13.6 13.8 0.4 3.0

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 25 Estudi d”Inhibicié del CYP2B1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb

KTA

Concentracio Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketoprofé pentoxiresorufina resorufina
puM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2 4.6 4.3 4.3 4.4 0.2 4.0
0 5 5.6 5.8 5.8 5.7 0.1 2.5
10 7.6 8.3 7.5 7.8 0.4 5.5
50 9.4 10.8 9.6 9.9 0.7 7.6
5 5.5 5.6 5.8 5.6 0.2 3.2
50 10 7.2 8.0 8.3 7.8 0.5 6.8
25 12.9 12.3 11.6 12.3 0.6 5.1
50 8.7 8.9 9.2 8.9 0.3 2.8
5 5.5 5.5 5.6 5.5 0.1 1.1
200 10 7.0 8.3 7.5 7.6 0.6 8.4
25 7.6 7.8 7.7 7.7 0.1 1.6
50 9.1 8.5 8.6 8.8 0.3 3.8
5 4.2 4.0 4.1 4.1 0.1 2.2
1250 10 4.8 5.8 5.9 5.5 0.6 10.9
25 6.4 6.1 6.3 6.3 0.1 2.1
50 7.5 7.2 7.8 7.5 0.3 3.8
5 2.2 1.9 25 2.2 0.3 13.0
10 3.1 2.6 3.0 2.9 0.3 9.1
5000 25 3.8 34 m.p. 3.6 - -
50 4.5 4.5 4.2 4.4 0.2 4.2
m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-': no es pot calcular perqué n<2
Concentracio Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina pentoxiresorufina resorufina
uM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2 1.6 1.6 1.5 1.6 0.1 4.8
0 5 2.7 2.9 2.8 2.8 0.1 3.2
10 3.9 3.8 3.7 3.8 0.1 2.4
50 5.5 5.4 5.5 5.5 0.0 0.8
5 24 24 2.1 2.3 0.1 6.0
5 10 3.3 3.1 34 3.3 0.2 4.9
25 m.p. 4.0 4.2 4.1 - -
50 4.8 4.7 4.8 4.7 0.1 1.2
5 1.8 1.9 2.0 1.9 0.1 6.4
25 10 2.5 25 2.2 24 0.1 5.6
25 3.3 3.3 3.3 3.3 0.0 1.0
50 4.1 4.6 4.0 4.3 0.3 7.4
5 1.4 1.3 1.3 1.3 0.0 3.0
75 10 1.9 1.9 1.8 1.9 0.0 1.6
25 2.9 2.7 2.6 2.7 0.1 4.6
50 3.5 3.7 3.7 3.6 0.1 3.7
5 0.9 0.6 0.7 0.7 0.1 19.7
375 10 1.3 1.2 1.3 1.3 0.0 2.4
25 2.3 24 24 24 0.1 3.0
50 2.7 2.9 2.8 2.8 0.1 3.4

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 26 Estudi d Inhibicié del CYP2B1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb

FEN
Concentracié Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Buprenorfina | pentoxiresorufina resorufina
uM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2 1.2 1.3 0.9 1.1 0.2 17.2
0 5 2.3 2.1 2.0 2.1 0.2 7.5
10 4.6 3.7 3.6 4.0 0.5 13.3
50 8.4 6.9 7.0 7.5 0.8 11.1
5 1.9 1.9 1.7 1.8 0.1 5.1
0.02 10 3.8 3.3 3.6 3.6 0.3 7.6
25 5.8 5.4 6.1 5.8 0.4 6.6
50 7.1 7.2 6.8 7.0 0.2 3.0
5 1.7 m.p. m.p. 1.7 - -
01 10 3.7 3.3 3.7 3.6 0.2 6.0
25 5.7 6.0 5.5 5.7 0.2 4.1
50 6.6 6.4 6.4 6.5 0.1 1.8
5 1.9 1.9 m.p. 1.9 - -
05 10 3.6 3.8 3.5 3.7 0.2 4.2
25 4.4 5.1 4.8 4.8 0.3 6.9
50 5.7 6.3 6.4 6.1 0.4 6.7
5 1.9 1.7 2.2 1.9 0.2 11.8
25 10 3.5 3.3 3.7 3.5 0.2 4.6
25 4.6 4.9 4.9 4.8 0.2 3.3
50 6.5 7.0 6.5 6.7 0.3 4.3
m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-' 1 no es pot calcular perque n<2
Concentracio Concentracio Velocitat (pomol/mg proteina/min)
Fentanil pentoxiresorufina resorufina
puM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2 3.3 2.6 2.9 2.9 0.4 12.2
0 5 3.9 3.6 3.9 3.8 0.2 5.0
10 5.2 4.6 5.4 5.1 0.5 8.9
50 9.3 8.3 9.5 9.0 0.6 6.7
5 3.8 3.8 m.p. 3.8 - -
01 10 4.0 3.7 4.6 4.1 0.4 10.7
25 8.1 8.2 7.3 7.9 0.5 6.8
50 8.0 7.3 8.0 7.8 0.4 5.0
5 m.p. 3.5 3.2 3.3 - -
05 10 4.5 3.8 4.1 4.1 0.3 7.9
25 8.3 7.4 6.4 7.4 0.9 12.9
50 8.9 7.6 8.1 8.2 0.7 8.1
5 3.9 3.8 3.5 3.7 0.2 6.1
5 10 5.1 5.5 5.8 5.5 0.4 6.8
25 6.4 7.3 7.3 7.0 0.5 7.2
50 7.8 7.2 8.2 7.7 0.5 6.8
5 3.2 3.3 3.2 3.2 0.1 1.9
20 10 3.8 4.6 5.5 4.6 0.8 17.6
25 6.2 6.2 7.0 6.5 0.4 6.9
50 6.4 7.4 7.6 7.1 0.6 8.4

m.p.: mostra perduda durant |"analisi
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 27 Estudi d”Inhibicié del CYP2B1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb XYL

Concentracié Concentracié Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Xilacina pentoxiresorufina resorufina
uM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

2 2.3 m.p. m.p. 2.3 - -

0 5 3.5 m.p. m.p. 3.5 - -

10 4.6 m.p. m.p. 4.6 - -

50 5.3 m.p. m.p. 5.3 - -

5 3.3 m.p. m.p. 3.3 - -

25 10 3.9 m.p. m.p. 3.9 - -

25 5.1 m.p. m.p. 5.1 - -

50 5.2 m.p. m.p. 5.2 - -

5 3.0 m.p. m.p. 3.0 - -

10 10 3.6 m.p. m.p. 3.6 - -

25 4.6 m.p. m.p. 4.6 - -

50 5.0 m.p. m.p. 5.0 - -

5 3.2 m.p. m.p. 3.2 - -

50 10 3.8 m.p. m.p. 3.8 - -

25 4.3 m.p. m.p. 4.3 - -

50 4.6 m.p. m.p. 4.6 - -

5 45 m.p. m.p. 4.5 - -

10 5.0 m.p. m.p. 5.0 - -

250 25 5.4 m.p. m.p. 5.4 - -

50 5.4 m.p. m.p. 5.4 - -

m.p.: mostra perduda durant I"analisi
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 28 Estudi d”Inhibicié del CYP2A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb

114

KTA

Concentracio

Concentracio

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Ketoprofe testosterona 7-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV (%)

25 10.4 10.2 10.2 10.3 0.1 1.1
0 10 44.7 46.9 46.7 46.1 1.2 2.6
50 64.7 65.6 65.8 65.4 0.6 0.9
350 72.7 73.3 74.9 73.6 1.1 1.5
2.5 8.6 9.7 9.9 9.4 0.7 7.4
50 10 45.2 43.8 43.4 44.1 1.0 2.2
50 56.9 61.9 63.3 60.7 3.3 5.5
350 69.5 71.1 70.0 70.2 0.8 1.1
2.5 12.3 13.9 13.7 13.3 0.9 6.6
200 10 46.1 48.1 49.9 48.0 1.9 4.0
50 61.4 61.3 58.0 60.2 1.9 3.2
350 67.6 70.0 71.1 69.6 1.8 2.6

25 n.d. n.d. 13.0 13.0 - -
1250 10 46.8 53.3 46.0 48.7 4.0 8.3
50 58.3 57.3 58.8 58.1 0.8 1.3
350 67.4 68.2 74.1 69.9 3.6 5.2

25 n.d. n.d. 11.6 11.6 - -
5000 10 36.4 36.4 39.6 375 1.8 4.9
50 44.2 42.9 41.2 42.8 1.5 3.6
350 56.2 62.7 58.4 59.1 34 5.7

n.d.: pic cromatografic no detectable
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina testosterona 7-a-hidroxitestosterona
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

2.5 32.2 33.7 25.6 30.5 4.3 14.2
0 10 84.7 95.4 93.0 91.1 5.6 6.2
50 156.3 153.8 108.2 139.4 27.1 19.4
350 200.8 188.4 140.0 176.4 32.2 18.2

25 n.d. 33.9 26.9 30.4 - -
5 10 99.9 102.1 93.8 98.6 4.3 4.4
50 153.6 145.3 112.0 137.0 22.0 16.1
350 184.5 184.7 149.1 172.8 20.5 11.9
2.5 34.5 36.3 31.0 33.9 2.7 7.9
25 10 97.2 111.0 100.6 102.9 7.2 7.0
50 142.1 153.7 106.1 134.0 24.8 18.5
350 191.6 152.1 123.1 155.6 34.4 22.1
2.5 27.8 42.9 36.8 35.8 7.6 21.2
75 10 92.3 98.9 90.0 93.7 4.6 4.9
50 137.5 128.2 101.1 122.3 19.0 15.5
350 159.1 174.4 129.2 154.2 23.0 14.9
2.5 37.5 32.9 35.7 35.3 2.3 6.5
375 10 81.2 82.8 83.0 82.3 1.0 1.2
50 120.5 107.0 98.5 108.6 11.1 10.2
350 158.8 159.8 117.9 1455 23.9 16.4

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2




FEN

Resultats

Taula 29 Estudi d”Inhibicié del CYP2A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb

Concentracio

Concentracio

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Buprenorfina | testosterona 7-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)
25 n.d. 26.9 27.6 27.2 - -
0 10 n.d. 71.1 69.8 70.4 - -
50 126.3 101.0 105.7 111.0 135 12.2
350 158.7 145.1 142.7 148.8 8.7 5.8
2.5 34.3 24.6 31.5 30.2 5.0 16.5
01 10 78.4 83.9 79.9 80.8 2.8 35
50 100.1 98.3 108.2 102.2 5.3 5.1
350 154.3 130.7 138.1 141.0 12.1 8.6
2.5 25.7 29.8 31.4 29.0 2.9 10.2
05 10 72.0 63.5 70.1 68.5 4.5 6.5
50 100.2 113.9 91.0 101.7 11.5 11.3
350 136.5 153.6 127.6 139.2 13.2 9.5
25 31.6 25.6 29.3 28.8 3.0 10.5
25 10 74.3 70.0 73.9 72.7 2.4 3.3
50 103.5 123.4 101.4 109.4 12.1 11.1
350 149.6 129.7 149.2 142.8 11.4 8.0
25 27.2 28.7 30.2 28.7 15 5.1
10 10 83.7 72.6 70.8 75.7 7.0 9.2
50 105.1 94.1 80.1 93.1 12.5 13.5
350 128.8 131.4 124.3 128.2 3.6 2.8
n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracié Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil testosterona 7-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)
2.5 58.1 39.0 40.3 45.8 10.7 23.3
0 10 83.0 90.7 82.6 85.5 4.5 5.3
50 109.0 105.2 105.8 106.6 2.1 1.9
350 164.7 170.7 161.7 165.7 4.6 2.8
25 37.9 39.9 35.4 37.7 2.3 6.0
01 10 78.6 86.5 83.6 82.9 4.0 4.8
50 109.3 104.2 107.4 107.0 2.6 2.4
350 156.2 165.6 165.9 162.6 5.5 3.4
25 37.5 40.1 38.9 38.9 1.3 34
05 10 81.7 84.7 94.8 87.1 6.9 7.9
50 111.1 107.8 115.5 111.5 3.9 3.5
350 153.5 160.7 160.5 158.2 4.1 2.6
2.5 39.3 41.6 30.7 37.2 5.7 15.4
5 10 85.0 86.1 96.5 89.2 6.3 7.1
50 102.8 101.5 96.1 100.1 35 35
350 151.7 155.1 160.5 155.8 4.4 2.8
2.5 39.5 35.6 43.6 39.5 4.0 10.2
20 10 84.4 85.7 94.9 88.3 5.7 6.5
50 99.1 90.2 88.7 92.7 5.6 6.1
350 147.4 147.1 148.0 147.5 0.5 0.3
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Resultats

Taula 30 Estudi d"Inhibici6 del CYP2A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacié amb XYL

Concentracié | Concentraci6 Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Xilacina testosterona 7-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)

2.5 19.3 16.1 17.0 17.5 1.7 9.6

0 10 57.9 61.9 54.5 58.1 3.7 6.4

50 89.1 87.1 89.6 88.6 1.3 15

350 109.8 104.9 112.4 109.1 3.8 3.5

2.5 13.9 16.3 16.3 15.5 1.4 8.7

25 10 51.2 47.3 53.1 50.5 2.9 5.8

50 78.0 81.9 80.5 80.1 2.0 25

350 94.2 105.9 110.4 103.5 8.4 8.1

2.5 17.3 16.8 20.0 18.0 1.7 9.5

10 10 49.7 52.5 55.7 52.6 3.0 5.8

50 72.0 78.4 82.4 77.6 5.2 6.7

350 93.5 95.3 102.5 97.1 4.8 4.9

25 20.6 14.3 18.9 17.9 3.3 18.3

50 10 50.2 49.7 52.2 50.7 1.3 2.6

50 71.6 76.0 81.3 76.3 4.9 6.4

350 97.5 105.4 101.1 101.3 3.9 3.9

2.5 10.9 14.5 12.7 12.7 1.8 14.3

250 10 44.0 41.3 41.9 42.4 14 3.4

50 67.5 67.6 73.4 69.5 3.3 4.8

350 88.7 87.8 93.0 89.8 2.8 3.1
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Resultats

Taula 31 Estudi d"Inhibicié del CYP2C. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb KTA

Concentracio

Concentracio

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Ketoprofée testosterona 16-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 46.1 52.2 51.8 50.0 3.4 6.7
50 179.9 189.5 206.9 192.1 13.7 7.1
350 272.0 271.2 281.2 274.8 5.6 2.0

25 n.d. n.d. n.d. - - -
50 10 36.3 54.7 75.3 55.4 19.5 35.2
50 188.4 207.1 217.4 204.3 14.7 7.2
350 282.3 275.5 285.6 281.1 5.2 1.8

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
200 10 91.4 91.1 93.4 92.0 12 1.3
50 197.9 208.8 208.5 205.1 6.2 3.0
350 303.6 281.8 281.8 289.1 12.5 4.3

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
1250 10 143.9 161.8 181.0 162.2 18.5 11.4
50 214.7 206.1 214.9 211.9 5.0 24
350 278.4 298.2 297.4 291.3 11.2 3.8

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
5000 10 116.7 111.4 139.2 122.4 14.7 12.0
50 122.0 126.1 1214 123.2 2.6 2.1
350 219.2 217.9 181.2 206.1 21.6 10.5

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina testosterona 16-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 34.9 64.9 55.3 51.7 15.3 29.6
50 440.5 445.8 441.6 442.6 2.8 0.6
350 789.2 764.6 735.7 763.2 26.8 3.5

25 n.d. n.d. n.d. - - -
5 10 67.2 70.6 86.9 74.9 10.5 14.0
50 387.9 420.7 447.2 418.6 29.7 7.1
350 737.9 748.5 775.7 754.1 19.5 2.6

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
o5 10 49.9 76.1 104.7 76.9 27.4 35.6
50 397.1 438.9 424.4 420.1 21.2 5.0
350 760.8 674.9 672.2 702.6 50.4 7.2

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
75 10 50.5 43.2 53.0 48.9 5.1 10.4
50 336.7 354.8 336.8 342.8 10.4 3.0
350 655.6 707.5 679.6 680.9 25.9 3.8

2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
375 10 16.6 21.3 29.4 22.4 6.5 28.8
50 189.4 176.0 192.4 186.0 8.7 4.7
350 534.5 503.1 535.0 524.2 18.3 3.5

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 32 Estudi d”Inhibicié del CYP2C. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb FEN

118

Concentracié

Concentracié

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Buprenorfina | testosterona 16-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 n.d. 39.9 41.3 40.6 - -
50 185.0 165.6 179.2 176.6 9.9 5.6
350 293.1 301.1 289.8 294.7 5.8 2.0
25 n.d. n.d. n.d. - - -
0.1 10 42.4 45.2 52.0 46.5 4.9 10.6
' 50 158.0 176.3 186.6 173.7 14.5 8.3
350 292.2 279.4 305.0 292.2 12.8 4.4
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
05 10 51.6 36.1 41.5 43.0 7.9 18.4
' 50 173.3 227.6 195.5 198.8 27.3 13.7
350 284.9 346.0 291.2 307.4 33.6 10.9
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
25 10 48.2 50.5 66.1 54.9 9.7 17.7
' 50 225.2 2425 188.8 218.8 27.4 12.5
350 355.2 315.8 361.0 344.0 24.6 7.2
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
10 10 63.7 66.1 69.2 66.4 2.8 4.2
50 205.1 213.1 214.2 210.8 5.0 2.4
350 304.8 342.0 336.9 327.9 20.2 6.1
n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentraci6 Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil testosterona 16-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 26.2 31.1 30.1 29.1 2.6 8.9
50 97.3 99.5 98.4 98.4 1.1 1.1
350 738.5 773.2 733.7 748.5 21.5 2.9
25 n.d. n.d. n.d. - - -
0.1 10 28.4 31.7 32.3 30.8 2.1 6.8
50 103.4 104.0 105.9 104.4 1.3 1.3
350 709.0 771.7 770.4 750.4 35.8 4.8
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
05 10 33.1 38.4 44.1 38.6 5.5 14.2
50 112.0 112.1 118.0 114.0 3.4 3.0
350 717.4 771.4 768.9 752.6 30.4 4.0
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
5 10 42.8 37.8 46.7 42.4 4.5 10.5
50 114.5 112.3 97.3 108.0 9.3 8.7
350 733.3 751.3 784.0 756.2 25.7 3.4
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
20 10 47.6 47.7 53.7 49.7 3.5 7.0
50 116.3 107.3 102.2 108.6 7.2 6.6
350 712.1 726.5 730.9 723.2 9.8 1.4

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2




Resultats

Taula 33 Estudi d”Inhibici6 del CYP2C. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb XYL

Concentracio

Concentracio

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Xilacina testosterona 16-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV (%)
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 47.0 47.8 41.3 45.3 3.6 7.8
50 191.1 188.9 192.0 190.7 1.6 0.9
350 277.6 272.7 283.8 278.0 5.5 2.0
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
25 10 35.3 34.1 39.8 36.4 3.0 8.3
50 155.7 167.5 167.2 163.4 6.8 4.1
350 238.2 267.3 269.2 258.2 17.3 6.7
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
10 10 30.4 40.3 41.4 37.4 6.0 16.1
50 147.3 167.5 173.3 162.7 13.6 8.4
350 239.4 241.0 264.7 248.4 14.2 5.7
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
50 10 24.3 25.6 30.8 26.9 3.5 12.8
50 123.5 138.9 148.0 136.8 12.4 9.0
350 242.1 266.3 253.2 253.9 12.1 4.8
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
250 10 6.7 5.9 6.6 6.4 0.5 7.3
50 74.3 79.3 80.1 77.9 3.1 4.0
350 191.7 185.6 203.7 193.7 9.2 4.8

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 34 Estudi d”Inhibicié del CYP2C11. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb

KTA
Concentracié | Concentraci6 Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketoprofé testosterona 2-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 6.4 4.5 4.6 5.2 1.0 20.3
0 10 98.9 101.1 102.1 100.7 1.6 1.6
50 122.8 123.3 124.3 123.5 0.8 0.6
350 n.d. 153.0 156.7 154.8 - -
2.5 5.1 4.7 8.4 6.1 - -
50 10 87.3 95.3 103.6 95.4 8.2 8.6
50 109.7 123.0 123.3 118.6 7.8 6.6
350 181.1 152.9 149.3 161.1 17.4 10.8
2.5 12.3 12.5 16.4 13.7 - -
200 10 109.1 111.9 113.9 111.6 2.4 2.2
50 122.7 123.9 116.0 120.9 4.2 3.5
350 n.d. 153.0 155.6 154.3 - -
25 n.d. n.d. 175 175 - -
1250 10 117.7 136.6 140.6 131.6 12.3 9.3
50 n.d. n.d. 124.1 124.1 - -
350 149.5 154.2 163.5 155.7 7.1 4.6
25 n.d. n.d. n.d. - - -
5000 10 83.4 79.7 96.9 86.7 9.1 10.5
50 20.4 n.d. 12.6 16.5 - -
350 31.2 30.9 23.6 28.6 4.3 15.1
n.d.: pic cromatografic no detectable
-':1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina testosterona 2-a-hidroxitestosterona
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 21.5 29.3 17.5 22.7 6.0 26.5
0 10 90.9 106.2 100.7 99.3 7.8 7.8
50 305.4 305.6 298.1 303.0 4.3 14
350 470.8 460.2 4443 458.4 13.3 2.9
25 n.d. 15.7 12.2 13.9 - -
5 10 100.3 109.6 105.4 105.1 4.7 4.4
50 269.9 285.6 299.3 284.9 14.7 5.1
350 447.0 458.9 477.3 461.0 15.3 3.3
2.5 4.6 7.3 2.6 4.8 2.3 48.4
25 10 68.7 84.0 89.7 80.8 10.8 134
50 261.7 288.7 281.0 277.1 13.9 5.0
350 461.7 402.0 407.5 423.8 33.0 7.8
2.5 n.d. 1.3 n.d. 1.3 - -
75 10 54.2 50.8 51.4 52.1 1.8 3.5
50 214.9 226.6 219.1 220.2 5.9 2.7
350 386.6 426.2 404.9 405.9 19.8 4.9
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
375 10 12.5 13.0 15.6 13.7 1.7 12.1
50 108.0 102.4 113.8 108.1 5.7 5.3
350 304.9 305.8 289.7 300.1 9.0 3.0

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 35 Estudi d”Inhibicié del CYP2C11. Valors d”Activitat (Velocitat). Icubacions amb BN i amb FEN

Concentracio

Concentracio

Velocitat (pmol/mg proteina/min)

Buprenorfina | testosterona 2-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 n.d. 36.1 35.2 35.6 - -
50 113.8 101.3 107.1 107.4 6.2 5.8
350 160.3 162.8 153.9 159.0 4.6 2.9
25 n.d. n.d. n.d. - - -
01 10 37.5 40.0 43.9 40.5 3.2 8.0
50 95.6 104.4 112.8 104.2 8.6 8.3
350 159.0 146.8 160.5 155.4 7.5 4.8
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
05 10 38.0 29.9 35.0 34.3 4.1 11.9
’ 50 101.7 121.5 98.4 107.2 12.5 11.6
350 154.5 184.1 153.9 164.1 17.3 10.5
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
25 10 38.5 38.8 46.5 41.3 4.5 11.0
' 50 120.2 142.2 110.7 124.4 16.2 13.0
350 186.2 170.1 199.6 185.3 14.7 8.0
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
10 10 45.3 45.9 47.9 46.4 1.4 2.9
50 120.9 119.7 106.0 115.5 8.3 7.2
350 164.9 189.3 187.3 180.5 13.6 7.5
n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil testosterona 2-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 17.8 23.6 21.0 20.8 2.9 14.0
50 55.7 55.8 54.9 55.5 0.5 0.9
350 452.1 471.7 448.6 457.5 12.4 2.7
25 n.d. n.d. n.d. - - -
0.1 10 18.8 20.2 20.5 19.8 0.9 4.7
50 58.3 57.7 60.3 58.8 14 2.4
350 434.1 471.9 469.7 458.6 21.3 4.6
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
05 10 21.4 23.6 27.1 24.1 2.9 11.9
50 62.4 62.3 68.5 64.4 35 55
350 440.1 470.0 468.5 459.5 16.9 3.7
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
5 10 25.9 24.2 29.1 26.4 25 9.4
50 64.2 62.6 56.2 61.0 4.2 6.9
350 447.4 460.9 477.4 461.9 15.0 3.3
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
20 10 26.5 27.1 30.0 27.8 1.8 6.6
50 64.8 59.5 57.3 60.5 3.8 6.4
350 438.7 445.2 447.7 443.9 4.6 1.0

n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 36 Estudi d”Inhibicié del CYP2C11. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb XYL

Concentracié | Concentraci6 Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Xilacina testosterona 2-a-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
0 10 38.2 39.7 35.3 37.8 2.2 5.9
50 119.5 117.5 120.4 119.1 1.5 1.3
350 160.0 155.1 161.9 159.0 3.5 2.2
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
o5 10 19.8 17.2 21.1 19.4 2.0 10.1
50 81.6 86.1 86.6 84.7 2.7 3.2
350 115.2 129.0 132.4 125.5 9.2 7.3
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
10 10 15.2 19.1 19.9 18.1 2.5 13.8
50 75.5 86.5 90.4 84.1 7.7 9.2
350 116.2 116.2 129.3 120.6 7.6 6.3
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
50 10 7.2 7.6 8.7 7.8 0.8 10.2
50 60.0 68.2 72.2 66.8 6.2 9.3
350 116.0 127.4 122.0 121.8 5.7 4.7
2.5 n.d. n.d. n.d. - - -
250 10 n.d. n.d. n.d. - - -
50 28.3 30.1 31.2 29.9 1.5 5.0
350 85.3 81.8 92.6 86.6 5.5 6.3

n.d.: pic cromatografic no detectable
-':1 no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 37 Estudi d"Inhibicié del CYP3A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb KT i amb

KTA
Concentracié | Concentracio Velocitat (pomol/mg proteina/min)
Ketoprofe testosterona 6-B-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV(%)
25 39.1 34.5 37.6 37.1 2.4 6.4
0 10 348.5 362.8 364.7 358.6 8.9 25
50 685.9 693.4 727.0 702.1 21.9 3.1
350 813.9 811.8 888.9 838.2 43.9 5.2
2.5 25.6 30.4 30.0 28.7 2.7 9.4
50 10 324.5 306.6 341.7 324.3 17.5 5.4
50 606.5 644.7 684.5 645.2 39.0 6.1
350 785.4 780.0 826.2 797.2 25.3 3.2
2.5 24.8 24.6 28.9 26.1 2.5 9.4
200 10 294.3 285.2 316.8 298.7 16.3 5.4
50 609.5 591.4 612.4 604.5 11.4 1.9
350 735.7 752.6 821.2 769.8 45.3 5.9
25 n.d. n.d. 8.0 8.0 - -
1250 10 150.0 182.0 174.7 168.9 16.7 9.9
50 444.2 387.6 410.0 413.9 28.5 6.9
350 657.6 672.6 783.8 704.7 69.0 9.8
25 n.d. n.d. 2.2 2.2 - -
5000 10 54.0 54.8 65.9 58.2 6.7 11.4
50 156.2 129.1 142.1 142.5 13.6 9.5
350 361.1 403.3 388.5 384.3 21.4 5.6
n.d.: pic cromatografic no detectable
-': no es pot calcular perqué n<2
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Ketamina testosterona 6-B-hidroxitestosterona
uM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 55.4 64.5 37.4 52.4 13.8 26.3
0 10 322.8 389.3 322.0 344.7 38.7 11.2
50 1281.0 1290.3 585.1 1052.2 404.5 38.4
350 1822.0 1757.2 835.3 1471.5 551.9 37.5
25 n.d. 53.9 33.9 43.9 - -
5 10 366.6 397.4 333.1 365.7 32.2 8.8
50 1161.9 1167.1 602.1 977.1 324.7 33.2
350 1687.7 1743.6 903.4 1444.9 469.8 32.5
2.5 43.9 49.2 29.4 40.8 10.2 25.1
o5 10 316.9 350.6 307.5 325.0 22.7 7.0
50 1094.4 1209.6 529.9 944.6 363.7 38.5
350 1715.7 1459.0 770.4 1315.0 488.8 37.2
25 18.6 48.5 29.4 32.2 15.2 47.2
75 10 268.1 263.2 228.5 253.3 21.6 8.5
50 959.2 959.3 476.9 798.5 278.5 34.9
350 1427.1 1583.6 746.7 1252.5 444.9 35.5
2.5 12.9 135 7.3 11.2 3.4 30.5
375 10 123.1 115.2 120.6 119.6 4.0 34
50 597.6 532.1 282.6 470.8 166.2 35.3
350 n.d. 1200.1 568.6 884.4 - -

n.d.: pic cromatografic no detectable
-' 1 no es pot calcular perqué n<2
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Resultats

Taula 38 Estudi d”Inhibici6 del CYP3A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacions amb BN i amb

FEN
Concentracié | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Buprenorfina | testosterona 6-B-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 n.d. 40.3 57.8 49.0 - -
0 10 n.d. 304.4 296.9 300.7 - -
50 879.5 702.5 734.4 772.1 94.4 12.2
350 1143.2 972.2 927.6 1014.3 113.8 11.2
2.5 56.2 51.5 72.0 59.9 10.7 17.9
01 10 334.0 3375 336.0 335.8 1.7 0.5
50 754.5 707.0 7415 734.3 24.5 3.3
350 1119.4 878.2 933.0 976.9 126.4 12.9
2.5 38.4 47.6 n.d. 43.0 - -
05 10 316.7 242.6 249.6 269.6 40.9 15.2
50 765.2 775.3 655.7 732.1 66.3 9.1
350 1052.4 1040.8 878.8 990.7 97.0 9.8
25 39.0 17.6 26.7 27.8 - -
25 10 246.2 209.8 213.2 223.0 20.1 9.0
50 689.5 799.0 648.8 712.4 77.7 10.9
350 1040.9 950.5 1043.8 1011.7 53.1 5.2
25 n.d. 0.7 n.d. 0.7 - -
10 10 106.5 93.4 92.2 97.4 7.9 8.2
50 622.2 508.5 435.0 521.9 94.3 18.1
350 991.3 930.6 901.4 941.1 45.9 4.9
n.d.: pic cromatografic no detectable
-':1 no es pot calcular perqué n<2
Concentracio | Concentracio Velocitat (pmol/mg proteina/min)
Fentanil testosterona 6-B-hidroxitestosterona
pM pM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 | mitjana SD CV(%)
2.5 67.3 43.1 41.4 50.6 14.5 28.7
0 10 226.0 252.6 237.3 238.6 13.4 5.6
50 545.6 533.8 548.9 542.8 7.9 1.5
350 1376.3 1408.5 1434.0 1406.3 28.9 2.1
25 42.8 39.3 43.6 41.9 2.3 5.4
0.1 10 224.4 256.5 254.6 245.2 18.0 7.4
50 551.1 528.1 560.9 546.7 16.8 3.1
350 1290.0 1375.2 1482.1 1382.4 96.2 7.0
25 40.9 44.3 42.2 42.5 1.7 4.0
05 10 216.0 252.1 281.2 249.8 32.7 13.1
50 559.3 537.5 601.7 566.2 32.6 5.8
350 1260.5 1318.0 1431.7 1336.7 87.1 6.5
2.5 35.7 41.5 25.7 34.3 8.0 23.2
5 10 245.1 208.2 269.7 241.0 31.0 12.9
50 528.4 516.1 487.1 510.5 21.2 4.2
350 1251.5 1261.4 1411.0 1308.0 89.3 6.8
2.5 26.0 23.2 35.3 28.2 6.3 22.5
20 10 202.4 205.1 209.7 205.7 3.7 1.8
50 484.2 441.2 460.6 462.0 21.5 4.7
350 1160.5 1179.6 1283.9 1208.0 66.5 5.5
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Resultats

Taula 39 Estudi d"Inhibici6 del CYP3A1/2. Valors d”Activitat (Velocitat). Incubacié amb XYL

7.3.1

Concentracio

Concentracio

Velocitat (pomol/mg proteina/min)

Xilacina testosterona 6-B-hidroxitestosterona
pM uM
replicat 1 | replicat 2 | replicat 3 [ mitjana SD CV (%)
25 35.5 25.0 24.2 28.2 6.3 22.5
0 10 204.3 213.3 194.3 204.0 9.5 4.7
50 588.2 572.8 613.8 591.6 20.7 35
350 717.4 692.1 793.3 734.3 52.7 7.2
25 32.3 36.0 35.8 34.7 2.1 6.1
25 10 192.8 183.9 197.0 191.2 6.7 3.5
50 525.4 537.4 558.2 540.3 16.6 3.1
350 673.7 740.6 827.4 747.2 77.1 10.3
25 36.6 35.0 41.2 37.6 3.2 8.6
10 10 169.7 185.3 189.8 181.6 10.5 5.8
50 482.8 514.4 553.1 516.8 35.2 6.8
350 669.0 657.7 768.6 698.4 61.1 8.7
25 39.6 27.1 38.0 34.9 6.8 19.4
50 10 152.3 156.2 165.3 157.9 6.6 4.2
50 409.8 435.0 484.9 443.3 38.2 8.6
350 646.2 696.7 727.1 690.0 40.8 5.9
25 11.2 16.8 14.6 14.2 2.8 19.6
250 10 86.1 74.8 82.9 81.3 5.8 7.2
50 251.1 252.6 280.4 261.4 16.5 6.3
350 480.2 464.0 544.7 496.3 42.7 8.6

Determinacio de la Ky app 1| Calcul del Quocient Km app/Vimax

Els resultats de les estimacions dels parametres K (Kmapp): Vimax (Vmax.app), 1 €ls

Seus quocients respectius (Km,app,vmax,app) es mostren a la Taula 40.
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Resultats

Taula 40 Parametres Cinetics Km app (uM) i Vmax,app (Pmol/mg proteina/min) per les Isoformes

CYP1A1/2 i CYP2B1/2. Calcul del Quocient Km app/Vmax

FEN: Fentanil, KT: Ketoprofé, KTA: Ketamina.

126

CYP1A1/2
FEN Km‘app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 0.187 0.155 0.149 22.500 21.444 21.014 0.008 0.007 0.007
0.1 0.032 0.071 0.046 20.625 23.394 20.843 0.002 0.003 0.002
0.5 0.056 0.053 0.066 22.275 22.455 21.543 0.003 0.002 0.003
5 0.027 0.022 0.063 19.422 19.596 19.656 0.001 0.001 0.003
20 0.019 0.010 0.012 16.689 16.793 16.813 0.001 0.001 0.001
columna 1 columna 2
CYP2B1/2
KT Km,app Vmax.app Km.app / Vmax,app
replicat 1 replicat2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 2.813 4.096 3.070 9.740 11.585 9.992 0.289 0.354 0.307
50 5.096 4.419 4.028 11.866 11.632 11.467 0.429 0.380 0.351
200 3.635 2.423 2.718 9.367 9.031 8.935 0.388 0.268 0.304
1250 5.528 4.063 4.589 8.027 7.575 8.097 0.689 0.536 0.567
5000 6.323 9.803 4.537 4.974 5.181 4.526 1.271 1.892 1.002
KTA Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 6.050 5.529 6.306 6.163 6.000 6.166 0.982 0.921 1.023
5 6.430 6.245 6.825 5.395 5.154 5.446 1.192 1.212 1.253
25 9.189 11.478 8.103 4.739 5.372 4.501 1.939 2.136 1.800
75 11.589 14.228 15.402 4.222 4.596 4.616 2.745 3.095 3.336
375 16.717 24.821 20.426 3.679 4.466 4.035 4.544 5.558 5.063
FEN Km‘app Vmax,app Km,app /Vmax‘app
replicat 1 replicat2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 7.493 8.316 8.369 10.354 9.481 10.840 0.724 0.877 0.772
0.1 10.478 9.357 10.944 10.218 9.468 9.958 1.026 0.988 1.099
0.5 14.135 10.639 13.060 11.858 9.530 10.023 1.192 1.116 1.303
5 6.516 5.458 7.608 8.507 8.357 9.524 0.766 0.653 0.799
20 7.743 8.342 7.462 7.611 8.493 8.884 1.017 0.982 0.840
columnal columna 2




Resultats

Taula 41 Parametres Cinétics Km app (uM) i Vmax,app (Pmol/mg proteina/min) per les Isoformes

CYP2D1 i CYP3A1/2. Calcul del Quocient Km app/Vmax

m.p.: mostra perduda a I"analisi.

CYP2D1
KTA Km‘app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 8.777 8.725 8.671 194.529 189.566  189.068 0.045 0.046 0.046
5 7.329 7.045 8.336 186.282 181.353  183.952 0.039 0.039 0.045
25 8.188 8.661 8.989 178.486 185.174 182.841 0.046 0.047 0.049
75 6.825 9.389 8.739 174.300 174.948 172.185 0.039 0.054 0.051
375 22.027 16.738 20.429 | 172539 158.255 165.633 0.128 0.106 0.123
FEN Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 4.368 4.719 4.203 299.326  296.021 294.385 0.015 0.016 0.014
0.1 0.437 0.403 1.247 283.554  276.037 277.402 0.002 0.001 0.004
0.5 0.003 0.748 0.617 275.964  283.322 284.436 | 1.1E-05 0.003 0.002
5 2.082 3.695 3.369 281.197 285.112 285.125 0.007 0.013 0.012
20 5.793 5.296 4.817 290.080 294.748  290.818 0.020 0.018 0.017
XYL Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 7.200 7.200 7.800 158.800 154.500 159.700 0.045 0.047 0.049
25 8.100 8.100 8.700 156.700 153.200 154.400 0.052 0.053 0.056
10 8.900 9.500 10.100 | 150.000 155.700 158.400 0.059 0.061 0.064
50 15.000 14.600 14.900 | 136.100 138.400 142.300 0.110 0.105 0.105
250 24.400 32.100 32.400 | 103.800 109.300 107.400 0.235 0.294 0.302
columna 1 columna 2
CYP3A1/2
KT Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 16.355 15.655 17.681 | 871.876 870.773 950.448 0.019 0.018 0.019
50 18.546 18.383 17.431 | 830.684 840.344 886.150 0.022 0.022 0.020
200 18.155 20.007 20.621 | 791.233 806.289 870.802 0.023 0.025 0.024
1250 36.052 39.894 54341 | 732,739 740.771 899.495 0.049 0.054 0.060
5000 92.041  168.750 122.785 | 455.285 596.597 523.140 0.202 0.283 0.235
B N Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 m.p. 25.900 22.300 m.p. 1050.200  1006.200 m.p. 0.025 0.022
0.1 29.200 18.700 19.700 | 1209.200 940.200  999.500 0.024 0.020 0.020
0.5 26.600 30.100 25.100 | 1142.400 1153.700  951.800 0.023 0.026 0.026
25 35.700 27.200 43.000 | 1153.900 1071.000 1178.000 0.031 0.025 0.037
10 50.900 67.600 82.300 [ 1150.700 1118.600 1116.300 0.044 0.060 0.074
XYL Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 23.745 22.579 28.292 | 791.378 761.210 880.881 0.030 0.030 0.032
25 25.040 30.042 34.372 | 738.375 815.996 915.312 0.034 0.037 0.038
10 29.676 25.090 30.310 | 735.303 721.306 846.607 0.040 0.035 0.036
50 37.388 40.221 35.585 | 715.519 778.292 806.604 0.052 0.052 0.044
250 61.416 58.889 66.745 | 564.126 542.998 649.237 0.109 0.108 0.103
columnal columna 2

KTA: Ketamina, FEN: Fentanil, XYL: Xilacina, KT: Ketoprofe, BN: Buprenorfina
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Resultats

Taula 42 Parametres Cinetics Km app (uM) i Vmax,app (Pmol/mg proteina/min) per les Isoformes

CYP2C11 i CYP2C. Calcul del Quocient Km app/Vmax

CYP2C11
KT Km,app Vmax,app Km,a\pp / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat2 replicat 3
0 9.456 9.777 10.004 | 153.015 156.298 159.475 0.062 0.063 0.063
50 18.671 10.583 8.619 180.280 156.981 152.688 0.104 0.067 0.056
200 7.441 7.581 7.163 149.796  154.494 152.130 0.050 0.049 0.047
1250 m.p. m.p. 5.640 m.p. m.p. 161.231 m.p. m.p. 0.035
5000 2.2E-04 m.p. 9.7E-05 | 44.871 m.p. 44330 | 4.8.10° m.p. 2.2.10°
KTA Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 40.529 35.103 35.710 529.854 508.840 493.597 0.076 0.069 0.072
5 41.597 39.203 40.797 499.185  510.211 534.877 0.083 0.077 0.076
25 57.308 34.197 35.899 540.187  449.727  455.864 0.106 0.076 0.079
75 58.853 68.478 63.514 453535  512.289  480.319 0.130 0.134 0.132
375 167.612 187.935 133.726 | 451.407  470.547  401.098 0.371 0.399 0.333
XYL Km,app Vmax.app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat2 replicat 3 [ replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 30.830 29.207 32.378 | 178.093 172.086 181.105 0.173 0.170 0.179
25 38.357 45.341 44594 | 130.611 148.422 151.514 0.294 0.305 0.294
10 47.696 36.374 40.684 | 134.309 132.090 147.620 0.355 0.275 0.276
50 80.069 75.571 62.136 | 143.687 156.361 145.636 0.557 0.483 0.427
columna 1 columna 2
m.p.: mostra perduda a I"analisi.
CYP2C
KT Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 42.882 37.475 35.474 | 309.847 305.744 318.041 0.138 0.123 0.112
50 45.866 33.388 28.537 | 325.394 310.475 316.287 0.141 0.108 0.090
200 32.117 25.612 3.222 330.734 306.158  93.663 0.097 0.084 0.034
1250 14.734 14.596 11.815 | 288.421 299.502 297.557 0.051 0.049 0.040
5000 17.364 18.377 8.098 212.596  214.690 174.483 0.082 0.086 0.046
KTA Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 70.475 60.580 58.453 959.111 906.961 870.189 0.073 0.067 0.067
5 71.818 63.450 58.486 894.461 891.692 912.808 0.080 0.071 0.064
25 76.411 47.429 45.337 933.477 778.885 766.384 0.082 0.061 0.059
75 77.274 82.896 82.251 804.930 880.217 843.480 0.096 0.094 0.098
375 171.434 171.568 158.608 797.657 750.521 778.216 0.215 0.229 0.204
XYL Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 38.095 37.203 41.362 | 312.603 306.449 322511 0.122 0.121 0.128
25 43.675 48.979 47525 | 271.547 308.367 308.693 0.161 0.159 0.154
10 50.566 37.697 42.611 | 277.082 271.440 300.543 0.182 0.139 0.142
50 74.633 72.339 55.996 | 294.906 322.957 296.092 0.253 0.224 0.189
250 142,482 118.178 139.087 | 270.410 249.182 285.354 0.527 0.474 0.487
columna 1l columna 2

KT: Ketoprfé, KTA: Ketamina, XYL: Xilacina
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Resultats

Taula 43 Parametres Cinétics Km app (uM) i Vmax,app (Pmol/mg proteina/min) pel CYP2A1/2. Calcul

del Quocient Km app/Vmax

KT: Ketoprofé (uM), XYL: Xilacina (uM)

CYP2A1/2
KT Km,app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 8.782 8.369 8.689 75.779 76.422 77.678 0.116 0.110 0.112
50 8.398 8.859 8.745 71.427 73.538 73.368 0.118 0.120 0.119
200 7.068 6.717 6.486 70.225 71.465 70.786 0.101 0.094 0.092
1250 4.441 2.476 8.106 66.389 65.060 73.636 0.067 0.038 0.110
5000 5.464 7.839 6.485 53.957 58.853 55.203 0.101 0.133 0.117
XYL Km‘app Vmax,app Km,app / Vmax,app
replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3 | replicat 1 replicat 2 replicat 3
0 10.341 9.120 12.320 111.404 106.658 115.046 0.093 0.086 0.107
25 10.408 13.901 13.025 96.441 108.462 110.447 0.108 0.128 0.118
10 10.104 9.672 9.488 93.024 96.723 102.867 0.109 0.100 0.092
50 10.085 13.778 10.446 95.241 105.753 102.258 0.106 0.130 0.102
250 12.755 12.667 14.037 89.911 88.966 96.025 0.142 0.142 0.146
columnal columna 2

A continuacid, es va realitzar I"estudi estadistic de les dades tal i com s’explica a la

secci6 6.3.1.

La Taula 44 mostra els 18 tests on es detecten diferencies estadisticament
significatives, que son: KT amb CYP2B1/2, CYP3A1/2, CYP2C11, CYP2C i
CYP2A1/2; KTA amb CYP2B1/2, CYP2D1, CYP2C11l i CYP2C; BN amb
CYP3A1/2; FEN amb CYP1A1/2, CYP2B1/2 i CYP2D1; i XYL amb CYP2D1,
CYP3A1/2, CYP2C11, CYP2C i CYP2A1/2. A la mateixa taula s"indica el tipus de

test estadistic aplicat.
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Resultats

Taula 44 Estadistica. Comparacio dels Quocients Km app/Vmax Entre les Diferents Concentracions de

Farmac per a Totes les Isoformes CYP450

Farmac
CYP450
KT KTA | BN FEN | XYL
CYP1A1/2 KW
CYP2B1/2 | KW Fhkx okk
CYP2D1 KW —
CYP3A1/2 | KW KW KW
CYP2C11 *x KW ok
cYP2C * | Kw KW
CYP2A1/2 * *x
CYP2E1

KT: Ketoprofe, KTA: Ketamina, BN: Buprenorfina, FEN: Fentanil,
XYL: Xilacina

TEST PARAMETRIC. Analisi de la variancia d’una via,

* p< 0,05. Diferéncies estadisticament significatives entres els valors mitjos

** p<0,005. Diferéncies estadisticament significatives entre els valors mitjos

*** p< 0.0005. Diferéncies estadisticament significatives entre els valors mitjos
**** n< 0.000005. Diferéncies estadisticament significatives entre els valors mitjos

TEST NO PARAMETRIC: Kruskal-Wallis
K-W, Diferencies estadisticament significatives entre els valors mitjos

7.3.2 Calcul de I'ICxg

L equacio hiperbolica descrita a la seccio 6.3.2 es va utilitzar per estimar els valors

d’IC50 en les 18 relacions farmac-isoforma CYP450 indicades en la secci6 0.

Per aquest calcul es van utilitzar les concentracions de substracte especific més
properes a la K, de cada isoforma: 5 UM per EROD i PROD, 25 uM per DEX, i
10 uM per TST.

La Taula 45 mostra els valors obtinguts d"1Cs, i les representacions grafiques es

mostren a la Figura 32.
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Resultats

Taula 45 Valor d"ICsq dels Farmacs amb els CYP450 Susceptibles d”Interaccionar per Inhibici6 segons

el Test Estadistic

FEN Activitat (%) ICxo
0 100
cypiay2 | 01 99.9
0.5 100.0
5 86.1
20 72.5 49.0
KT Activitat (%) 1Csg KTA  Activitat (%) 1Csg FEN Activitat (%) I1Csg
0 100 0 100.0 0 100.0
CYP2B1/2 50 97.5 5 82.3 0.1 99.1
200 96.0 25 67.3 0.5 87.0
1250 71.6 75 48.0 5 96.8
5000 37.9 3112.6 375 26.3 72.9 20 84.5 142.2
KTA Activitat (%) ICgo FEN Activitat (%) ICso XYL Activitat (%) ICso
0 100 0 100.0
CYP2D1 5 99.1 25 90.9
25 95.3 m.p. 10 84.4
75 92.0 50 56.9
375 64.4 693.8 250 27.9 75.0
KT Activitat (%) ICso BN Activitat (%) ICso XYL Activitat (%) ICsp
0 100 0 100.0 0 100.0
CYP3A1/2 50 90.4 0.1 111.7 25 93.7
200 83.3 0.5 89.7 10 89.0
1250 47.1 25 74.2 50 75.6
5000 16.2 1058.7 10 32.4 5.5 250 39.9 162.4
KT Activitat (%) ICsg KTA  Activitat (%) 1Cs XYL Activitat (%) I1Csg
0 100 0 100.0 0 100.0
CYP2C11 50 96.079 5 94.02 25 70.6
200 97.878 25 91.45 10 70.6
1250 100.53 75 72.65 50 56.1
5000 13.338 3117.9 375 35.67 209.5 250 25.1 62.9
KT Activitat (%) ICsg KTA  Activitat (%) 1Cs XYL Activitat (%) I1Csq
0 100.0 0 100.0
CYP2C 5 144.8 25 80.3
no c. 25 148.6 10 82.4
75 94.5 50 59.3
375 43.4 84.3 250 14.1 59.8
KT Activitat (%) ICso XYL Activitat (%) I1Cso
0 100 0 100.0
CYP2A1/2 50 95.7 2.5 87.0
200 104.2 10 90.5
1250 105.6 50 87.2
5000 81.3 38921.1| 250 73.0 769.7

KT: Ketoprofé (um), KTA: Ketamina (uM), BN: Buprenorfina (uM), FEN: Fentanil (uM), XYL: Xilacina (uM)

IC 59 (M) : concentraci6 d’inhibidor que disminueix | activitat maxima d"un enzim a la meitat

Activitat (%): percentatge d"activitat relatiu a I"activitat control (concentraci6 0 de farmac)
m.p.: les mostres de concentracié Fentanil zero es van perdre en |"experiment.
no c.: no es pot calcular. Ajustat erroni de I"'equacié utilitzant el SigmaPlot
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Resultats

Figura 32 Representacions Grafiques pel Calcul de I"1Csq dels Farmacs amb els CYP1A1/2, CYP2B1/2 i
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Resultats

Figura 33 Representacions Grafiques pel Calcul de I"'ICsq dels Farmacs amb els CYP3A1/2, CYP2C11 i
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BN: Buprenorfina, XYL: Xilacina, KT: Ketoprofe, KTA: Ketamina
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Resultats

Figura 34 Representacions Grafiques pel Calcul de I'IC5q dels Farmacs amb el CYP2A1/2
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7.3.3

Resultats

Calcul de la K; Metode SNLR

A la Taula 46, a la Taula 47 i a la Taula 48 apareixen els valors de K; de les 18
relacions Farmac-CYP susceptibles d"establir una relacio d"inhibicio. El valor de K;
es va determinar ajustant els models cinétics als valors mitjos de les activitats
enzimatiques (n=3), mitjancant SNLR i utilitzant el software WinNonlin. Les

equacions d"aquests models sén les descrites a les seccions 6.3.3 i 6.3.4.

En funcié dels resultats obtinguts a la seccié 7.2.2., es van aplicar els models
d’inhibicié derivats de la equaci6 de M-M en les segients relacions: KT-
(CYP2B1/2, CYP2ALl/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP3A1/2); KTA-(CYP2B1/2,
CYP2C, CYP2C11 i CYP2D1); BN-CYP3A1/2; FEN-(CYP1Al/2, CYP2B1/2,
CYP2D1); i XYL-(CYP2A1/2, CYP2C, CYP2C11, CYP2D1 i CYP3A1/2). 1 els
models derivats de la equacio de Hill en les relacions: KT-(CYP2C, CYP2C11 i
CYP3A1/2); KTA-(CYP2C i CYP2C11); BN-CYP3AL1/2; FEN-(CYP1Al/2); XYL-
(CYP2C, CYP2C11i CYP3A1/2).
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Resultats

Taula 46 Valors de la Kj i dels Parametres Cinétics K, i Vimax per cada Tipus d”Inhibicié. Model de M-M. KT i KTA

Inhibici6 Competitiva Inhibici6 No Competitiva Inhibicié6 Acompetitiva Inhibici6 Mixta
Farmac | CYP450
Valor SD CV% AIC SBC | Valor SD CV% AIC SBC | Valor SD CV% AIC SBC | Valor SD CV% AIC SBC
Vmax ~ 10.1 0.6 6.3 659 689 10.8 0.6 54 579 609 10.9 0.7 6.0 60.0 63.0 10.7 0.6 6.0 60.1 64.0
CYP2B1/2| K, 2.7 0.9 315 3.8 0.8 20.9 4.0 0.9 22.9 3.7 0.9 24.2
Ki 378.9 1385 36.5 3052.2 5935 194 2463.7 525.0 21.3 2107.4 2004.8 95.1
Vmax  69.9 2.6 3.8 1374 1404 | 73.8 25 34 1289 1319 74.2 2.6 3.5 129.0 132.0| 73.9 2.7 3.7 130.8 134.8
CYP2A1/2| K, 6.7 1.3 19.3 7.6 1.0 13.3 8.0 1.1 135 7.8 12 15.8
Ki 5468.5 38325 70.1 18013.5 57779 32.1 15502.7 5050.1 32.6 29063.8 70266.3 241.8
Vmax  266.7 15.6 58 7219 7282 | 2788 17.3 6.2 7187 725.0| 2835 18.2 6.4 7179 7242 | 2825 18.9 6.7 720.1 7285
KT CYP2C | K, 20.6 5.1 24.8 21.6 4.7 21.6 22.6 4.9 21.6 22.5 5.6 24.8
Ki 18103.6 34530.8 190.7 23514.2 15628.5 66.5 16414.0 9769.5 59.5 94069.8 982243.8 1044.2
Vmax 1515 14.6 9.6 583.8 589.6| 158.3 10.0 6.3 543.0 548.8| 162.8 10.1 6.2 537.8 543.6  162.8 104 6.4 540.3 548.0
CYP2C11| K, 3.3 2.0 60.2 7.2 1.8 24.7 8.1 1.9 23.8 8.0 2.0 25.2
Ki 50.0 37.3 74.7 4553.6 1491.3 32.8 3654.3 11365 31.1 49876.0 709540.5 1422.6
Vmax ~ 851.7 194 23 6794 6855| 9116 23.7 26 688.8 694.9| 916.7 311 34 7127 7188 877.1 18.6 21 6644 6725
CYP3A1/2| K 14.2 15 10.6 21.1 1.9 9.2 22.8 2.7 11.7 18.0 15 8.3
Ki 291.7 44.7 15.3 3030.7 350.6 11.6 2528.1 375.6 14.9 702.7 147.2 20.9
Vmax 5.1 0.3 57 264 294 5.6 0.4 73 336 366 5.7 0.5 8.9 38.1 411 5.3 0.4 8.0 352 392
CYP2B1/2| K, 5.1 11 22.2 7.6 1.7 21.9 8.3 21 25.6 6.6 17 25.8
Ki 41.8 11.7 28.1 262.0 67.1 25.6 197.2 60.0 30.4 109.7 75.6 69.0
Vmax  869.6 20.8 24 5083 513.8| 9209 26.1 28 5204 516.2| 931.1 34.1 3.7 536.6 542.0| 881.8 23.1 2.6 508.9 516.2
CYP2C | K, 55.7 4.7 8.4 69.9 5.8 8.4 76.4 7.9 10.3 60.7 5.1 8.4
KTA Ki 130.4 20.1 15.4 631.4 91.3 145 519.4 98.4 18.9 193.7 53.3 27.5
Vmax  497.6 6.8 14 518.0 524.0| 532.3 12.0 2.3 566.3 572.3| 536.3 17.0 3.2 5955 6015 505.3 8.1 16 526.3 5343
CYP2C11| K, 34.4 1.9 5.4 47.7 3.3 7.0 52.3 4.9 9.4 39.4 2.2 5.6
Ki 72.8 6.7 9.1 468.7 52.5 11.2 400.7 63.6 15.9 110.4 17.3 15.7
Vmax  179.5 3.3 1.8 159.1 162.1| 186.5 3.9 21 1587 161.7| 186.3 4.2 23 1587 161.7 | 184.3 34 1.9 153.8 157.8
CYP2D1 | K, 6.9 1.2 17.8 9.3 1.3 14.3 9.5 1.4 15.3 7.9 1.2 14.7
Ki 138.5 55.3 39.9 1831.1 480.7 26.3 1855.4 545.9 29.4 230.0 107.5 46.8
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KT: Ketoprofe (pm), KTA: Ketamina (M), BN: Buprenorfina (pm), FEN: Fentanil (pm), XYL: Xilacina ( pm)

V max : Velocitat maxima (pmol/mg proteina/min)
Km :constant de Michaelis-Menten (uM)
K; :constant d’inhibicié (M)

SD: desviaci6 estandar
CV(%): coeficient de variacio (%)
AIC: criteri estadistic d"Akaike
SBC: criteri estadistic de Schwartz




Taula 47 Valors de la Kj i dels Parametres Cinétics K, i Vimax per cada Tipus d” Inhibicié. Model del M-M. BN, FEN i XYL

Resultats

Inhibici6 Competitiva Inhibici6 No Competitiva Inhibici6 Acompetitiva Inhibicié Mixta
Farmac [ CYP450
Valor SD CVv% AIC SBC Valor SD CV% AIC SBC Valor SD CV% AIC  SBC | Valor SD CV% AIC SBC
Vmax  1092.0 21.9 2.0 6818 687.9]| 11326  30.0 2.7 702.8 708.8| 1127.7 335 3.0 709.9 715.9]1092.6 25.8 24 6849 6929
BN [CYP3A1/2| K, 24.5 2.1 8.5 30.7 2.7 8.9 31.8 31 9.6 25.1 2.3 9.1
K; 7.1 1.6 22.8 51.1 14.8 29.0 55.2 21.7 39.2 7.6 2.2 28.5
Vmax  20.6 0.8 40 1055 1085 21.7 0.8 38 984 1014 21.7 0.8 3.8 98.2 101.2| 21.7 0.9 40 100.3 104.3
CYP1A1/2| K, 0.1 0.1 58.4 0.2 0.1 40.9 0.2 0.1 40.8 0.2 0.1 44.8
Ki 9.1 11.2 1235 74.5 29.2 39.2 71.7 28.1 39.2 206.3 3996.2 1937.1
Viax 9.4 0.4 4.5 419 449 9.7 0.4 4.5 39.6 426 9.8 0.5 4.6 39.2 422 9.4 0.5 5.1 42.3 46.3
FEN |cypP2B1/2| K, 8.0 1.2 14.8 8.5 11 13.1 8.9 12 13.2 7.8 1.3 16.2
Ki 58.2 40.7 69.9 149.3 73.1 49.0 107.1 51.9 48.5 154.6 394.7 255.3
Vmax  288.2 8.6 3.0 189.4 192.3| 2885 10.2 35 1895 1924 | 288.3 10.2 3.6 189.6 1924 | 288.6 10.7 3.7 1915 195.3
CYP2D1 | K, 3.4 1.4 40.2 35 1.3 37.9 35 1.3 37.9 35 1.5 42.1
Ki 48.6 148.7 305.8 2252.4 17257.8 766.2 3244.7 36812.5 1134.5 293.5 5619.8 1914.9
Vmax 101.7 2.3 23 129.2 1322 | 105.3 2.3 22 1242 127.1| 105.6 2.6 2.4 126.3 129.3 | 104.7 25 24 1255 1295
CYP2A1/2| K 9.9 1.1 10.9 11.3 0.9 8.4 11.7 1.0 8.9 10.9 11 9.9
Ki 305.0 128.7 422 1351.2 377.0 279 12139 375.8 31.0 658.5 490.1 74.4
Vmax  298.0 6.7 2.3 4206 426.0| 3144 9.2 29 4407 446.1| 316.1 11.6 3.7 4559 461.3| 300.8 7.6 25 4244 4316
CYP2C | K, 40.3 34 8.4 51.8 4.7 9.2 55.6 6.2 11.1 43.3 3.8 8.8
Ki 76.8 12.2 15.9 448.7 73.5 16.4 392.9 83.7 21.3 103.7 27.2 26.2
Vmax  155.5 5.4 3.5 549.1 5554 | 162.1 6.9 4.2 4411 446.7 | 162.2 7.7 4.8 446.1 451.7 | 157.4 7.2 4.6 441.7 449.2
XYL |cyp2ci1| K, 27.2 3.2 11.9 41.3 54 13.1 44.5 6.3 14.1 38.2 5.7 14.9
Ki 18.0 4.6 25.3 155.3 45.6 29.4 152.8 56.2 36.8 59.8 35.5 59.3
Vmax ~ 150.6 15.6 10.3 199.8 202.7 | 159.6 17.8 11.1 200.0 202.8 | 159.7 18.8 11.8 200.8 203.6 [ 156.3 18.1 11.6 201.2 205.0
CYP2D1 | K, 6.8 4.7 69.1 9.5 5.0 52.7 10.2 5.5 54.4 8.2 5.2 62.6
Ki 26.7 334 1249 262.6 2048 78.0 243.0 200.8 82.7 52.9 92.6 174.8
Vmax  781.8 15.4 2.0 699.1 7054 | 829.1 16.8 20 697.0 703.3| 834.8 21.4 2.6 7189 725.2| 807.2 15.3 1.9 684.2 692.6
CYP3A1/2| K 23.8 19 8.1 31.0 21 6.8 334 2.8 8.3 27.5 19 7.0
Ki 56.6 8.6 15.2 369.9 41.7 11.3 316.2 45.5 14.4 120.7 27.6 22.8

KT: Ketoprofe (pm), KTA: Ketamina (pum), BN: Buprenorfina (pum)y, FEN: Fentanil (pm), XYL: Xilacina (um)

V max : velocitat maxima (pmol/mg proteina/min)
Km :constant de Michaelis-Menten (uM)
K; :constant d"inhibici6 (M)

SD: desviaci6 estandar
CV(%): coeficient de variaci6 (%)

AIC: criteri estadistic d"Akaike

SBC: criteri estadistic de Schwartz
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Taula 48 Valors de la Kj i dels Parametres Cinétics Ky, i Vimax per cada Tipus d”Inhibicié. Model de Hill

Inhibicié6 Competitiva Inhibicié6 No Competitiva Inhibicié6 Acompetitiva
Farmac| CYP450
Valor SD CV% AIC SBC | Valor SD CV% AIC SBC | Valor SD CV% AIC SBC
Vmax  252.6 17.8 7.1 7229 7313| 2625 18.4 7.0 719.1 7275| 264.9 18.8 71 7181 726.4
cYP2C Kim 17.6 4.5 25.6 17.7 3.8 21.3 18.0 3.9 21.4
Ki 23996.0 66090.7 275.4 22343.1 14218.6 63.6 16529.5 9400.7 56.9
y 1.2 0.2 20.6 1.3 0.3 20.0 1.3 0.3 19.9
Vmax 2704 1964 726 564.4 5721 139.6 6.7 48 527.6 535.2| 142.3 6.7 47 5249 5325
KT |cvpacia Km 95.0 402.1 4235 5.7 0.9 16.3 6.1 0.9 14.8
K 20684 1893.2 915 4899.4 1360.7 27.8 4481.0 12094 27.0
y 0.4 0.2 52.1 3.1 0.8 25.3 2.9 0.7 24.8
Vmax  860.7 275 3.2 6812 689.3 876.6 26.9 3.1 6874 6955 870.2 335 3.9 7104 7185
CYP3AL/2 Km 14.7 2.0 13.6 18.7 1.8 9.6 19.4 2.3 11.9
K 313.6 75.6 24.1 3007.6 339.7 11.3 2618.9 378.3 14.4
y 1.0 0.1 6.9 1.2 0.1 8.4 1.2 0.1 10.5
Vimax  785.4 19.9 25 496.8 504.0( 795.8 16.0 20 4940 501.2| 792.9 21.3 2.7 5183 5255
e Km 42.1 3.2 7.6 47.9 2.1 4.4 49.7 2.9 5.8
Ki 85.6 16.4 19.2 627.1 66.6 10.6 589.8 87.6 14.9
KTA y 1.3 0.1 6.1 1.6 0.1 7.5 1.6 0.2 9.8
Vimax  417.0 48.1 115 7522 760.5| 423.4 53.4 12.6 753.1 761.4 | 502.1 18.9 3.8 5935 6015
CYP2CIL Km 334 10.0 30.0 37.6 13.8 36.7 43.2 4.4 10.2
Ki 6975 2120 304 9595.8 33254 347 416.8 64.0 154
y 1.1 0.3 30.0 1.1 0.3 31.0 1.2 0.1 8.9
Vmax 10265  21.4 21 671.0 679.0| 1076.8 31.6 2.9 6987 706.7| 1057.3 37.8 3.6 7082 716.3
BN |cypsaiz Km 20.7 1.6 75 26.8 2.3 8.5 28.3 2.9 10.3
Ki 5.1 1.2 231 495 13.4 27.1 74.6 35.9 48.1
y 1.3 0.1 6.1 1.2 0.1 7.7 1.1 0.1 8.7
Vmax  20.3 1.0 48 107.0 111.0| 214 0.9 40 995 1035 214 0.9 4.1 99.4 103.4
FEN |cvpia12 Km 0.2 0.1 61.3 0.2 0.1 38.2 0.2 0.1 38.3
Ki 0.9 2.0 226.7 9.2 3.7 40.0 8.9 3.6 39.7
y 0.9 2.0 226.7 9.2 3.7 40.0 8.9 3.6 39.7
Vimax  273.9 6.3 2.3 409.1 416.3| 284.2 7.3 2.6 427.7 4349 2818 8.9 3.2 4452 4524
cYP2C K 32.2 2.3 7.3 39.9 25 6.3 411 3.1 75
K; 50.9 9.7 19.0 446.5 62.3 14.0 428.9 78.6 18.3
y 1.3 0.1 5.9 1.4 0.1 8.1 1.5 0.1 9.7
Vmax  136.2 4.2 3.1 420.6 428.0( 146.3 5.2 3.6 428.8 436.3| 145.6 5.7 3.9 4341 4416
XYL |cvp2cit Km 23.1 2.6 11.2 31.6 2.8 8.9 32.8 3.1 9.5
K 14.9 5.3 35.8 157.1 40.3 25.7 157.2 473 30.1
y 1.5 0.1 9.7 1.5 0.2 10.1 1.5 0.2 10.7
Vmax ~ 758.0 19.7 26 6989 707.2( 7845 16.5 2.1 686.0 694.4 | 7817 20.3 26 7087 717.1
CYP3AL/2 K 21.8 2.1 9.4 26.4 1.6 6.1 275 2.0 75
K; 48.8 9.8 20.0 363.5 36.9 10.2 328.0 424 12.9
y 1.1 0.1 6.0 1.2 0.1 5.4 1.3 0.1 6.5
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KT: Ketoprofé (um), KTA: Ketamina (pm), BN: Buprenorfina (pv), FEN: Fentanil (pum), XYL:

Xilacina ()

V max : Velocitat maxima (pmol/mg proteina/min)
Km :constant de Michaelis-Menten (M)
K; :constant d"inhibici6é (uM)

SD: desviaci6 estandar

CV(%): coeficient de variacio (%)
AIC: criteri estadistic d”Akaike
SBC: criteri estadistic de Schwartz

De cada reaccid farmac-isoforma es va establir que el model d"inhibicio que millor

ajustava en cada cas era aquell que tenia els valors de la criteris estadistics d"AIC i

de SBC més haixos, tal i com s”indica a la secci6 6.3.4.

A continuacio, per establir si existia alguna interaccié potencial per inhibicié en

I"activitat d"una isoforma CYP450, es van comparar el valors de la K; de cada

relacié farmac-isoforma, amb els valors de les concentracions plasmatiques en rata




Resultats

després de l"administracid de I anestésic/analgesic (Taula 49), trobades en la

bibliografia. En el cas de la XYL, el valor de K; es va comparar amb el valor de la

concentracio en sang del farmac, perque es va assumir una relacié 1:1 plasma:sang.

Taula 49 Concentracions Terapéutiques de Farmac en Plasma / Sang de Rata

Farmac Concentracié (ug/ml)
plasma sang
KT 100 - 300
KTA 10
BN 0.01-3
FEN 0.15
XYL 18

KT: Ketoprofe (ref. 18); KTA: Ketamina (ref. 37); BN: Buprenorfina (ref. 41); FEN: Fentanil (ref.

53); XYL: Xilacina (ref. 57)

La Taula 50 mostra els valors d"ICsq i de K;j, a més del tipus dinhibicio, per les

relacions farmac-isoforma CYP450 que en el test estadistic havien donat diferéncies

estadisticament significatives entre els valors dels Quocients Kn/Vmax per cada

farmac i isoforma CYP450.
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Taula 50 Valors dels Parametres d” Inhibicié (ICx i K;) i Tipus d”Inhibicié per 18 Relacions Farmac-

Isoforma CYP450 Resultants del Test Estadistic

Farmac | CYP450 | ICs (M) ICso (ug/ml) K; (MM)*  K;(ug/ml)® Tipus inhibicié
CYP2Al/2 | 38921.1  9897.2 180135 4580.7  no competitiva *
cypP2B12 | 3112.6 7915 3052.0 776.1  no competitiva *
KT cyp2c n.c. - 16414.0 41739  acompetitiva *
cyp2cil | 3117.9 792.9 44810 11395  acompetitiva 2
CYP3A12 | 1058.7 269.2 702.7 178.7 MIXTA
cyp2B12 | 72.9 19.9 41.8 114  COMPETITIVA®
KTA cyp2c 84.3 23.0 627.1 171.4  no competitiva 2
cyp2cil | 209.5 57.4 72.8 19.9 competitiva *
CYP2D1 693.8 189.6 230.0 62.9 mixta
BN CYP3AL2 5.5 2.6 5.1 2.4 COMPETITIVA 2
CYP1A12 | 49.0 25.9 71.7 37.9 acompetitiva *
FEN | cvp2Bi2 | 142.2 75.2 107.1 56.6 acompetitiva *
CYP2D1 m.p. - 48.6 25.7 competitiva *
cYyp2al2 | 769.7 169.6 1351.2 297.7  no competitiva *
cyp2C 59.8 13.2 50.9 112 COMPETITIVA?
XYL | cypaci1 62.9 13.9 14.9 33 COMPETITIVA 2
CYP2D1 75.0 16.5 26.7 5.9 COMPETITIVA !
CYP3AL2 | 162.4 35.8 120.7 26.6 MIXTA

KT: Ketoprofe, KTA: Ketamina, BN: Buprenorfina, FEN: Fentanil, XYL: Xilacina.

K; @ :parametre estimat per SNLR amb WinNonlin®

m.p.: no hi ha valor en aquesta concentracié

n.c.: no es pot calcular. Ajustat erroni de I"'equacié utilitzant el SigmaPlot.

! Equacions derivades del model de Michaelis-Menten

2: Equacions derivades del model de Hill (Sigmoidal)

Tipus d’inhibicié6 Majuscula: valor de K; (uM) molt similar o inferior a la concentracié de farmac trobada en
plasma. Interaccié potencial per inhibicié.

Concentracions en plasma: Ketoprofe, 1179.8 uM, Ketamina, 36.6 uM, Buprenorfina, 6.4 pM, Fentanil,
0.28 pM, Xilacina, 81.7 uM (cocnentracié en sang).

Els valors de K; iguals o inferiors a les concentracions plasmatiques son els

corresponents a les relacions: KT-CYP3AL1/2, KTA-CYP2B1/2, BN-CYP3A1/2, i
XYL-CYP2C, CYP2C11, CYP2D1i CYP3ALl/2.

Les seguents Figures (Figura 35, Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39) son les
representacions grafiques dels ajustaments per SNLR de les set interaccions

potencials per inhibicid en I"activitat CYP450 esmentades.
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Resultats

Figura 35 Corbes de Regressié No-Lineal Obtingudes per SNLR. XYL-CYP2C, XYL-CYP2C11, XYL-
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Figura 36 Corbes de Regressié No-Lineal Obtingudes per SNLR. XYL-CYP3A1/2

CYP3A1/2-XYL
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Corbes: taronja, concentracié 0 de XYL; negra, concentracié 2.5uM de XYL; blava, concentraci6
10uM de XYL; vermella, concentracié 50uM de XYL; rosa, concentracié 250uM de XYL.
XYL: Xilacina, TST: Testosterona

Figura 37 Corbes de Regressié No-Lineal Obtingudes per SNLR. KT-CYP3A1/2

CYP3A1/2-KT
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Corbes: taronja, concentracié 0 de KT; negra, concentracié 50uM de KT; blava, concentracio
200uM de KT; vermella, concentracié 1250uM de KT; rosa, concentracié 5000uM de KT.
KT: Ketoprofé, TST: Testosterona
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Figura 38 Corbes de Regressié No-Lineal Obtingudes per SNLR. KTA-CYP2B1/2

6 CYP2B1/2-KTA

Resorufina (pmolVmg prot/min)
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Corbes: taronja, concentraciéo 0 de KTA; negra, concentracié 5uM de KTA; blava, concentracio
25uM de KTA; vermella, concentracié 75uM de KTA; rosa, concentracié 375uM de KTA.
KTA: Ketamina, PRO: Pentoxiresorufina

Figura 39 Corbes de Regressid No-Lineal Obtingudes per SNLR. BN-CYP3A1/2

CYP3A1/2-BN
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Corbes: taronja, concentracido 0 de BN; negra, concentracio 0.1uM de BN; blava, concentracio
0.5uM de BN; vermella, concentracié 2.5uM de BN; rosa, concentracié 10uM de BN.
BN: Buprenorfina TST: Testosterona
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ltats

Calcul de la K;. Metode de la Ky app i Métode “ICsp-t0-Ki Converter”

La Taula 51 mostra els valors de K; estimats pel metode de la Ky, gpp (secci6 6.3.5), i
pel métode de “ICsg-t0-Kj Converter” (seccio 6.3.6). A més, a la Taula s"inclouen

els valors de K;j obtinguts pels métode de SNLR (secci¢ 6.3.3) per comparar entre

ells.

Taula 51 Valors de Kj Estimats pels Métodes de: SNLR, “ Km,app ” i “ICso-to-Ki Converter”

Farmac | CYP450 | K (uM)®  Ki(MM)”  K; (uM)°  Tipus d’Inhibicié
CYP2AL2 | 18013.5 518504  38921.1  no competitiva
cypP2B12 | 3052.0 1643.5 3112.6 no competitiva *
KT CYP2C | 16414.0 = 17093.0 - acompetitiva *
CYP2C11 | 4481.0 47425 8328,4 acompetitiva >
CYP3A1/2 702.7 350.0 - MIXTA
CYP2B12 | 418 150.7 46.4 COMPETITIVA*
KTa | ©P | 6271 164.2 72,8 no competitiva *
cYPcil | 72.8 98.4 66.4 competitiva *
CYP2D1 230.0 202.5 - mixta
BN CYP3A1/2 5.1 6.2 3,9 COMPETITIVA ?
CYP1A1/2 71.7 n.c. 47.4 acompetitiva *
FEN | cyp2B12 | 1071 n.c. 75.4 acompetitiva *
CYP2D1 48.6 10.7 - competitiva *
CYP2A1/2 | 1351.2 4933 769.7 no competitiva *
cyp2C 50.9 100.6 47,6 COMPETITIVA ?
XYL CyYp2Cil 14.9 42.4 45 COMPETITIVA 2
CYP2D1 26.7 58.6 17.1 COMPETITIVA !
CYP3A1/2 120.7 114.1 - MIXTA

KT: Ketoprofé, KTA: Ketamina, BN: Buprenorfina, FEN: Fentanil i

XYL: Xilacina

K; ?: parametre estimat per SNLR amb WinNonlin®
K; b, parametre estimat per el "Métode KM,app"

K; ©: parametre estimat amb el métode "IC50-to-Ki Converter"
m.p.: no hi ha valor en aquesta concentracié de substracte. Error

experiment.

- : no es va calcular. El metode no permet

n.c. : no es pot calcular. Ajustat erroni
! Equacions derivades del model de Michaelis-Menten
2: Equacions derivades del model de Hill (Sigmoidal)

Tipus d’inhibici6 Majiscula: valor de K; (uM) molt similar o inferior a la concentracié de farmac trobada en
plasma. Interaccié potencial per inhibicié.
Concentracions en plasma: Ketoprofe, 1179.8 uM, Ketamina, 36.6 uM, Buprenorfina, 6.4 uM, Fentanil,

0.28 pM, Xilacina, 81.7 uM (concentraci6 en sang).
|:|Valors gue no es poden estimar per aquests meétodes
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Resultats

En els ajustaments KT-CYP2C i FEN-CYP2D1 no es van estimar els valors de la
Ki, amb el model “ICsp-to-K;-Converter”, perque no havia el valor de I'l1Csg
necessari pel calcul. En el primer cas (KT-CYP2C) perque el model per estimar
I"ICs5p ajustava de forma erronia a les dades, i en el segon cas (FEN-CYP2D1) per

un error experimental en que es van perdre mostres.

Per KTA-CYP2D1 i XYL-CYP3A1/2 no es va estimar la K;, pel métode de “ICsp-

to-Kj Converter”, perqué el metode no contempla el calcul en el cas d"inhicié Mixta.

Per KT-CYP2C11, KTA-CYP2C, BN-CYP3A1/2, XYL-CYP2C i XYL-CYP2C11
es va estimar el valor de la K; pel métode “ICsp-to-K; Converter” encara que el
model d"inhibicié per SNLR que millor ajusta les dades, esta deduit de I"equacié de
Hill, i el métode “ICsp-to-K; Converter” esta desenvolupat per cinetiques de M-M.
El calcul es realitzar per comparar els valors de K; entre els diferents metodes. Per
aquest mateix motiu, es va calcular el valor de la Kj pel metode de la “Kpapp” en

casos que no correspondria.

Determinacié de la Unié No-Especifica del KT, la KTA, el BN, el FEN i la XYL
a Proteines Microsomals

A continuacio es mostren les Taules amb els valors de f, mic dels farmacs. Aquests

valors es van obtenir experimentalment pel Model in vitro (només la ketamina), o bé

calculats pel Model in silico (tots els farmacs).

Determinacio de la Unié No-especifica de la KTA a Proteines Microsomals.

Model In vitro

Les seguents taules mostren les dades experimentals i el calculs realitzats, tal i com

s’indica a la secci6 6.4.
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7.4.1.1 Calcul del Percentatge de Recuperacio (%R)

Taula 52 Determinacio de la fy mic pel Model In vitro. Dades Experimentals i Calcul del Percentatge de

Recuperacié (%R)

Concentracis = Area de pic de KTA e R(%)
(pmol/ml) : - - ; : ) "

replicat 1 replicat2 replicat 3 Rems replicat 1 replicat2 replicat3 Rgus Mitjana

1 103059 95860 114909 104609 | 111579 105548 95334 104154 99.6

5 683090 602506 673005 652867 | 521645 572437 589156 561079 85.9

10 1379938 900498 1123924 1134787 | 1069827 1125406 1027801 1074345 94.7

50 5564477 7000122 7135612 6566737 | 4862541 5639757 5817590 5439963 82.8

100 13056945 8503174 10794494 10784871]| 10539464 9599170 10024379 10054338 93.2

l Mitjana R(%)  91.2

KTA: ketamina

FMS: matriu filtrada

RLMS: RLM

R(%): recuperaci6 (%)

R evms @ mitjiana (n=3) de I'area de pic de KTA en FMS

R Rrums @ mitjiana (n=3) de |"area de pic de KTA en RLMS

7.4.1.2 Calcul del Percentatge de KTA No Unida (%M) al Material d”Ultracentrifugacid

Taula 53 Determinaci6 de la fy mic pel Model In vitro. Dades Experimentals i Calcul del Percentatge de

KTA No Unida al Material d"Ultracentrifugacio (%6M)

Ar i KTA
Concentracid EMS-A eade be de EMS-B M(%)
(pmol/ml) - - - - - - "
replicat 1 replicat2 replicat 3 Ma replicat 1 replicat2 replicat 3 Mg Mitjana
5 s.l. s.l. 446922 446922 | 397637 403490 403232 401453 89.8
25 2445536 2459354 2527160 2477350 | 2211075 2241354 2180677 2211035 89.3
100 9443949 9435530 9614105 9497861 [ 8591189 8727782 8852662 8723878 91.9
l Mitjana M(%)  90.3

KTA: ketamina

s.l.: mostra perduda durant I"analisi

M(%): percentatge de KTA unit al filtre del sistema

M 4 : mitjana (n=3) de I'area de pic de la ketamina en FMS-A

Mg : mitjana (n=3) de I'area de pic de la ketamina en FMS-B
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7.4.1.3 Calcul del Percentatge de KTA Unit (%B) i No Unit (%F)

Resultats

Taula 54 Determinacio de la fy mic pel Model In vitro. Dades Experimentals i Calcul del Percentatge de

KTA No Unida als RLM (%F)

Area de pic de KTA
Concentracio RLMS-A RLMS-B F(%)
(pmol/ml) . - . - - - "
replicat 1 replicat2 replicat3 Cgrims.a | replicatl replicat 2 replicat3 Cgims.s | Mitjana
5 2.3 25 25 24 20 2.0 21 2.0 82.9
25 215 17.3 20 19.6 18.7 15 17.4 17.0 86.8
100 88.1 86.8 84.6 86.5 78.7 77.2 76.4 77.5 89.5
Mitjana F(%)  86.4
RLMS-A: mostres de RLM no filtrades Mitjana B(%) 13.6

RLMS-B: mostres de RLM filtrades
F(%): percentatge de KTA no unit
B(%): percentatge de KTA unit al filtre del sistema

CRrLMms-a - Mitjana (n=3) de la concentraci6 de ketamina en les mostres RLMS-A

C RrLms-B - Mitjana (n=3) de la concentracié de ketamina en les mostres RLMS-B

KTA: ketamina

El valor de f, mic de la KTA estimat pel métode de determinacié de la unié no-

especifica a proteines microsomals in vitro, és 0.86.

7.4.2 Unié No-Especifica a les Proteines Microsomals Utilitzant les Propietats Fisico-
Quimiques del KT, la KTA, la BN, el FEN i la XYL. Model In silico

Els valors obtinguts de fy mic que es mostren a la Taula 55, es van calcular seguint

les equacions de la secci6 6.4.2.

Taula 55 Tipus de Carrega i Valors de fy mic de cada Farmac segons el Model de Prediccio In silico

Utilitzat

fumic Predit in silico*

Farmac Ti[\)us de pka logD7.4 logP Modgl Mot_jel Mo_del quel Model ":uvr:;:,co
carrega Austin Hallifax  combinat 1 combinat 2 | Simcyp®
KT? acida 460 -0.09 271 0.97 0.97 0.98 0.91
KTA® basica 6.46 2.18 0.87 0.61 0.76 0.85 0.86
FEN® basica 9.06 3.89 0.79 0.15 0.25 0.37
BN® basica 8.31 3.44 0.82 0.23 0.38 0.52
XYLP? basica 7.67 2.37 0.86 0.55 0.71 0.82

*: Es considera ajustada la concentracié de proteina microsomal a 1 mg/ml ,
excepte al Model combinat 2 (conc. Proteina=0.5 mg/ml)

%: Valors de pKa, logD7 4 i logP obtinguts de bibliografia. (ref. 100).
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®. valors de pKy 1 logP calculats usant el software Advanced Chemistry

Development (ACD/Labs). (ref. 101).

Model Austin: f, mic predit per el model d"Austin. Formula: 0.53logP/D-1.42 (.ref.
100).

Model Hallifax: f mic predit per el model de Hallifax.(ref. 98).

Model combinat: fymic calculat amb la formula: fu,mic=1/(C*10"0.56logP/D-
1.41+1).C, és la concentracio de proteina microsomal. (ref. 100).

Model combinat 1, C= 1; Model combinat 2, C=0.5.

Model Simcyp®: f, mic calculat utilitzant el model de Turner et al. Manuscript
preparation. Simcyp Limited, University of Shefflied, UK

fumic in vitro: fymic obtingut experimentalment. 1 mg/ml concentracio proteina
microsomal.

KT: ketoprofe, KTA: ketamina; FEN: fentanil; BN: buprenorfina; XYL: xilacina.

(ref. 104, ref. 105, ref. 106, ref. 107, ref. 108, ref. 109, ref. 110)
Calcul de la K; Modificada per fy mic

A la Taula 56 es mostren els valors de f, mic i els valors de K; no unida per les 18
relacions farmac-isoforma CYP450 susceptibles d’interaccionar indicades en la
seccid 7.3.3: KT-(CYP2B1/2, CYP2A1/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP3A1/2); KTA-
(CYP2B1/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP2D1); BN-CYP3A1/2; FEN-(CYP1A1/2,
CYP2B1/2, CYP2D1); i XYL-(CYP2Al/2, CYP2C, CYP2C1l, CYP2D1 i
CYP3Al/2.

El valor de la K; no unida es va estimar tenint en compte el factor f,, m;c obtingut pel

model in vitro (en el cas de la KTA), i pels models in silico (Simcyp®, Austin i

Hallifax) per la resta de farmacs.



Resultats

Taula 56 Valors de fy mic Determinada In silico per KT, BN, FEN | XYL i In vitro per la KTA. Calcul de

la Kj No Unida

Farmac | CYP450 | fumic K" (uM) K;“(ug/ml) Tipus inhibici6
001% 163923 41684 o
CYP2A1/2 . no competitiva
0.97 17473.1 4443.2
0012 2777.3 706.2 o
CYP2B1/2 . no competitiva
0.97 2960.4 752.8
091®  14936.7  3798.3 o
KT CYP2C b acompetitiva
0.97 15921.5 4048.7
0912 4077.7 1036.9 2
cYP2c11 . acompetitiva
0.97 4346.6 1105.3
0012 639.5 162.6
CYP3AL1/2 MIXTA
097" 681.6 173.3
CYP2B1/2 35.9 9.8 COMPETITIVA*
KTA cyp2c 055° 539.3 1474  no competitiva 2
cyp2cil ' 62.6 17.1 competitiva *
CYP2D1 197.8 54.1 mixta
0522 2.6 1.2
BN CYP3AL/2 COMPETITIVA 2
0,82 ¢ 4.2 1.9
0,372 26.5 14.0 o
CYP1A1/2 p acompetitiva
0,79 56.6 29.9
0,372 39.6 20.9 »
FEN | cypzB12 ) acompetitiva *
0,79 84.6 447
0,372 18.0 9.5 .
CYP2D1 ) competitiva *
0,79 38.394 20
0822 1108.0 244.1 g
CYP2A1/2 g no competitiva
0,86 1162.0 256.0
0822 41.7 9.2 2
CYP2C d COMPETITIVA
0,86 43.8 9.6
0,82° 12.2 2.7
XYL | cvpzci1 ) COMPETITIVA 2
0,86 12.8 2.8
0,82° 21.9 4.8 1
CYP2D1 4 COMPETITIVA
0,86 23.0 5.1
a 98.9 21.
cypaare | 082 8 MIXTA
0,86 ¢ 103.8 22.9

KT: Ketoprofe, KTA: Ketamina, BN: Buprenorfina, FEN: Fentanil, XYL: Xilacina

fu,mic : fraccio de farmac lliure

:constant d’inhibici6 estimada per SNLR amb WinNonlin®
: valor de Ki no unida
: model de calcul in silico Symcyp®

: model de determinaci6 in vitro
: model de calcul in silico de Hallifax

Ki

u

a

b: model de calcul in silico d”Austin
c

d

1

2

: Equacions derivades del model de M-M
: Equacions derivades del model de Hill (Sigmoidal)

Tipus d’inhibicié Majuscula: valor de K; (uM) molt similar o inferior a la concentracié de

farmac trobada en plasma. Interaccié potencial per inhibicid.

Concentracions en plasma: Ketoprofe, 1179.8 uM, Ketamina, 36.6 uM, Buprenorfina, 6.4 uM,

Fentanil, 0.28 uM, Xilacina, 81.7 uM (cocnentraci6 en sang).
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7.6 Prediccio d”Interaccions Potencials In Vivo. Calcul de Reyp

En la segtient Taula 57 es mostren els valors del quocient Ry, en les 18 interaccions
potencials per inhibicid. Pel calcul de la Kj no unida es va emprar el valor de f, mic

més baix en cada cas.

Taula 57 Valors del Quocient Rexp per cada Farmac i Isoforma

Farmac | cyp4so0 fumic K.Y (M) Concentracié Plasmatica* Rexp
pg/ml uM

CYP2A1/2 16392,3 1,1

CYP2B1/2 2777,3 1.4

KT CYP2C 0.91° 14936,7 300 1179,8 1,1

CYP2C11 4077,7 1,3

CYP3A1/2 639,5 2,8

CYP2B1/2 35,9 2,0

KTA CYPC | e | 5393 10 36.6 11

CYP2C11 62,6 1,6

CYP2D1 197,8 1,2

BN CYP3A1/2 0,522 2,6 3 6,4 3,4

CYP1A1/2 26,5 1,0

FEN CYP2B1/2 037° 39,6 0,15 0,28 1,0

CYP2D1 18,0 1,0

CYP2A1/2 1108,0 11

CYP2C 41,7 3,0

XYL CYP2C11 0,82° 12,2 18 81,7 7,7

CYP2D1 21,9 4,7

CYP3AL/2 98,9 1,8

KT: Ketoprofé, KTA: Ketamina, BN: Buprenorfina, FEN: Fentanil, XYL: Xilacina

fu,mic: fraccié de farmac lliure

Ki :constant d'inhibici6 estimada per SNLR amb WinNonlin®

u: valor de Ki no unida

a: model de calcul in silico Simcyp®

invitro: model de determinaci6 in vitro

En aquesta taula i pel calcul de la R gy, s”utilitza el valor de fu,mic més baix

Concentracions en plasma: Ketoprofe, 1179.8 uM, Ketamina, 36.6 pM, Buprenorfina, 6.4 pM, Fentanil, 0.28
UM, Xilacina, 81.7 uM (concentracié en sang).

*: concentracio sanguinia en el cas de la Xilacina
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DISCUSIO

Quan s’elabora un protocol experimental, per I'estudi del metabolisme i la
disposicid d'un nou farmac, un dubte que sovint es planteja, és quin tipus
d"anestésic/analgesic es pot emprar en la rata de laboratori per no interferir en el
metabolisme del farmac, i no afectar les dades obtingudes.

En el present treball es van seleccionar una serie d anestesics i d"analgesics en
funcié de la seva frequéncia d'us. ElI Ketoprofe, la Ketamina, el Fentanil, la
Buprenorfina i la Xilacina son els més utilitzats en la rata. Encara que esta descrit
que son substracte del complexe CYP450 en major o menor proporcid, no
existeixen gaires dades sobre les seves interaccions amb aquest complexe. EI KT
s’hidroxila per accié del CYP450 encara que en una proporcié molt petita (ref. 19,
ref. 20); un 26% de la KTA és biotransforma en el metabolit norketamina (N-
desmetilacié de la KTA) (ref. 27); també una part de la desalquilacio de la BN té
lloc en el fetge produint norbuprenorfina (ref. 39, ref. 41); el FEN es metabolitza
principalment donant norfentanil (ref. 52); i un 35% de la XYL administrada es

transforma en el seu metabolit principal (N-(2,6-dimetilfenil)tiourea) (ref. 59).

El CYP450 és un complexe enzimatic que catalitza principalment reaccions
d oxidacio en organismes, i la seva funcid catalitica esta relacionada amb el
metabolisme de la majoria dels farmacs i xenobiotics. EI CYP450 és una
superfamilia d’isoformes P450, de les quals les principals encarregades del
metabolisme de Xxenobiotics en rata son les que s’estudien: les CYP1A1/2,
CYP2A1/2, CYP2B1/2, CYP2C, CYP2C11, CYP2D1, CYP2ELl i CYP3AL/2.

Per aquest motiu, en el present treball s estudien les interaccions potencials dels
anéstesics KTA i XYL i els analgésics KT, BN i FEN amb les principals isoformes
de CYP450 hepatiques de rata Sprague Dawley mascle.

En el present treball s"han dissenyat experiments d’inhibicio de la forma més
simplificada possible, reduint el namero de concentracions de substracte especific
(4), i d"analgésic/anestesic (5), aixi com el nimero de replicats (3). Pero a la vegada,

aquests experiments son suficients com per aportar I"informacié necessaria de forma
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fiable. Els experiments es van dissenyar amb la recopilacio de dades bibliografiques
d“articles cientifics publicats (ref. 86, ref. 87, ref. 88, ref. 89, ref. 90, ref. 91).

El desenvolupament d’aquest estudi comenca per |"obtenci6 i caracteritzacio del
sistema experimental. El sistema experimental son els microsomes de fetge de rata.
Per obtenir-los, les rates es sacrifiquen i s"intervenen seguint els procediments étics
aprovats per un Comité d"Experimentacido Animal. Els microsomes s obtenen per
dos métodes descrits en la bibliografia, el métode de precipitacié amb Calci (que és
el primer métode descrit per obtenir microsomes, i que presenta |"avantatge de qué
no precisa d"una ultracentrifuga), i el metode d"ultracentrifugacid, que és el métode
més utilitzat en |"actualitat, i que per tant permet la comparacio de resultats entre
laboratoris o grups de treball. L"obtencid i posterior caracteritzacié dels microsomes
pels dos processos mostra que el metode d”ultracentrifugacié a més de ser el més
senzill i facil de realitzar, sol tenir un rendiment més elevat, i es pot aconseguir una

concentracio de proteina microsomal mes alta.

A continuacid, es posen a punt tres metodes per caracteritzar cada lot de

microsomes:

e Per mesurar la concentracié de proteina microsomal.
e Per mesurar la concentracié de CYP450.
e Per determinar I"activitat NADPH-CYP450 reductasa.

La concentracio de la proteina microsomal es mesura amb el métode comercialitzat
de “Micro Lowry, Onishi & Barr modification”, segons es descriu a la seccié 5.2.1.
Els valors de les concentracions de proteina microsomal obtinguts pels dos metodes
(precipitacié amb Calci i ultracentrifugacio), son suficientment alts com per poder
ajustar la concentracié de la proteina a les concentracions especificades en els
certificats de qualitat dels microsomes commercialitzats, que son les concentracions
de treball habitual (20, 10 i 5 mg/ml).

El metode per la mesura de la concentracié de CYP450 es posa a punt en el present
treball, tal i com es detalla a la secci6 5.2.2. La mesura consisteix en la reduccio del

ferro del centre catalitic del CYP450 i la posterior incorporacié d"una molécula de
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CO al mateix, i tot seguit, es mesura |"absorcio per espectrometria. EI complexe

ferro reduit-CO ddna un espectre d"absorcié maxim a 450 nm.

El métode per la determinacio de I"activitat NADPH-CYP450 reductasa també es
posa a punt en el present treball, segons es descriu a la secci6 5.2.3. El procediment
consisteix en una mesura indirecta de I"activitat NADPH-CYP450 reductasa
mitjancant un sistema que quantifica el Citocrom C reduit. EI Citocrom C és una
proteina transportadora d’electrons que accepta els electrons provinents de la
NADPH-reductasa, es redueix i presenta un maxim d"absorcié a 550 nm.

Els continguts de CYP450 (0.4 i 0.7 nmol CYP450/mg proteina) i els valors
d"activitat de la NADPH-CYP450 reductasa (171.5-265.9 nmol/mg proteina/min)
son similars als especificats en els certificats de qualitat dels lots de microsomes
comercialitzats, i amb les dades trobades en la bibliografia (ref. 83, ref. 84, ref. 85).

Una vegada caracteritzats els microsomes, la concentracio de la proteina
microsomal s"ajusta a una concentracid util per treballar com s"ha comentant en el

paragraf anterior.

Un aspecte important del present treball és la preparacié dels incubats on tenen lloc
les reaccions enzimatiques dels CYP450, i que estan formats pels microsomes (que
contenen el CYP450), el sistema generador de NADPH (que permet el
funcionament del CYP450), i el substracte especific. La composicié dels incubats es
detalla a la seccié 5.3. Quan finalitza el temps d’incubacio, s"atura la reaccio en
Iincubat, es procedeix a la preparaci6 de la mostra per l"analisi, i per Gltim
s"analitza. En aquest treball I"analisi de les mostres es fa per HPLC amb deteccio
UV o fluorescencia com es descriu a la seccid 5.7. S"utilitzen metodes que es van
desenvolupar recollint informacio de la bibliografia i fent proves de posta a punt.
Els metodes es basen en la quantificacid del metabolit format en cada reaccio
especifica (6-hidroxiclorzoxazona, dextrorfa, etoxiresotufina, pentoxiresorufina, 2-
a-hidroxitestosterona, 7-a-hidroxitestosterona, 16-a-hidroxitestosterona i 6-f-
hidroxitestosterona), per després calcular |"activitat enzimatica tenint en compte la

concentracio de proteina i el temps d”incubacid. L activitat enzimatica indica la taxa
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de formacid del metabolit especific, i les reaccions especifiques que s"avaluen sén
les: clorzoxazona-6-hidroxilasa (CYP2E1), dextrometorfa-O-demetilasa (CYP2D1),
etoxiresorufina-O-deetilasa (CYP1A1/2), pentoxiresorufina-O-dealquilasa
(CYP2B1/2), i testosterona hidroxilases (que inclou: testosterona-7a-hidroxilasa
(CYP2AL/2), testosterona-16a-hidroxilasa (CYP2C), testosterona-2a-hidroxilasa
(CYP2C11) i testosterona-6p-hidroxilasa (CYP3A1/2)). Veure la Figura 11, seccid
5.4.2.

Després que els metodes analitics s"hagin establert, es posen a punt els meétodes

experimentals abans de dissenyar els experiments d”inhibicio.

En primer lloc, s estudia de forma individual per cada reaccid especifica la linealitat
en la formacié de metabolit a partir de cada substracte especific, en funcioé de la
concentracio de la proteina microsomal i en funcié del temps d’incubacid. Per
aquest experiment, tal i com es descriu a la seccié 5.4.1, es preparen de forma
individual una serie d’incubats en que es fixa el temps d’incubacidé, perd les
concentracions de la proteina microsomal varien; i una altra série d"incubats en qué
es fixa la concentracié de la proteina microsomal pero els temps d’incubacié sén
diferents. Aleshores, les dues séries d"experiments es porten a terme per a cada
reaccid especifica, a la concentracié de substracte especific igual o similar a la Ky
de la reaccio en questid (valor obtingut de bibliografia, ref. 86, ref. 88, ref. 91). Les
mostres obtingudes d"aquests experiments es preparen per I"analisi, i s"analitzen per
HPLC amb el métode analitic corresponent a la reaccié especifica. Les dades de
produccid de metabolit obtingudes de I"analisi de les mostres es representen versus
la concentracio de la proteina microsomal i versus el temps d’incubacid, i després
s’ajusta una regressio lineal (veure la seccié 7.2.1). A partir dels resultats obtinguts,
el temps d’incubacio es fixa a 10 min per totes les reaccions especifiques, excepte
per la del CYP2D1, que és de 20 min. Per escollir aquests temps, es va considerar
que el temps d’incubacio fos curt perod, que a la vegada la produccié de metabdlit en
aquest temps fos detectable/quantificable amb la nostra técnica analitica. Aixi
mateix, la concentracio de proteina microsomal es fixa a 1 mg/ml per les reaccions

especifiques dels CYP2EL i CYP2D1, i a 0.5 mg/ml per les reaccions especifiques
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dels CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2Al/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP3A1/2. Veure

Taula 3 secci6 5.4.1 i Taula 4 secci6 5.4.2.

En segon lloc, s’estudia la cinética enzimatica de cada CYP450 amb el seu
substracte especific, ates que aquests experiments permeten estimar els parametres
enzimatics Km, i Vmax de cada reacci6 especifica. Es per aixd que es preparen de
forma individual, tal i com s’indica a la seccié 5.4.2, una serie d'incubats de
microsomes a diferents concentracions de substracte especific. Quant a la
concentracio de proteina microsomal i el temps d’incubacié en aquests incubats
estan fixats segons es descriu en el paragraf anterior. Les concentracions de
substracte especific en cada reaccio es van seleccionar segons dades bibliografiques
trobades (concentracions per sota i per sobre del valor de la K,). Aquesta serie
d’experiments s’efectua per cada reaccid especifica. Les dades d activitat
enzimatica es representen versus les concentracions de substracte especific, i

s"ajusten les equacions de M-M i de Hill.

Els resultats mostren que les cinétiques dels CYP2E1l, CYP2D1, CYP2B1/2 i
CYP3AL1/2 es descriuen millor per I'equacié de M-M, en canvi, la cinética dels
CYP1A1/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP3AL1/2 es descriu millor per I"equacio de Hill.
La Taula 14 i la Taula 15 de la 7.2.2, mostren com els valors dels criteris estadistics
AIC i SBC, aixi com els valors dels CV% dels parametres estimats pels ajustaments
cinétics dels CYP1A1/2, CYP2C, CYP2C11 i CYP3A1/2, sbn més baixos quan
s’empra el model de Hill per ajustar les dades. Tot i aix0, en els CYP1A1/2,
CYP2C, CYP2C11 i CYP3AL1/2 es van ajustar els dos models (M-M i Hill) a les
dades per confirmar el tipus de cinetica enzimatica, ja que, com s’indica a la

bibliografia, I"equacié de M-M descriu gairebé totes les cinetiques.

Els valors de K, estimats son: CYP2E1, 223.2 uM; CYP2D1, 6.6 uM ; CYP1A1/2,

1.0 uM ; CYP2B1/2, 3.3 uM ; CYP2A1/2, 10.9 uM ; CYP2C, 44.7 uM ; CYP2C11,
38.3 UM ; i CYP3A1/2, 30.9 uM. Aquests valors son habituals segons la informacio

trobada en la bibliografia dels valors de K., per aquestes isoformes (ref. 86, ref. 88,
ref. 91).
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Un cop establerts els métodes experimentals, es procedeix a dissenyar I estudi

d’inhibicio. Els experiments dels estudis d"inhibicié permeten coneixer si el KT, la
KTA, la BN, el FEN i la XYL son inhibidors potencials d"alguna de les isoformes
CYP450. Per aixo, es van preparar de forma individual (veure secci6 5.5), incubats
de microsomes a cinc concentracions de farmac anestesic/analgesic, per quatre
concentracions de substracte especific. La concentracié de la proteina i el temps
d’incubacié sén els especificats als experiments de cinética enzimatica. Les
concentracions de substracte especific es van seleccionar en funcié del valor de la
K de cada reaccid especifica, obtingut de forma experimental en |"anterior estudi
de cinética enzimatica. En cada cas, s escolleixen valors per sota i per sobre del
valor de la Ky, Les concentracions de farmac es seleccionen en funcio de la seva
concentracid plasmatica maxima trobada en bibliografia (també es seleccionen
valors per sota i per sobre): 25, 50, 1250 i 5000 uM pel KT; 5, 25, 751 375 uM per
la KTA; 0.02,0.1,0.5i 2.5 uM per la BN; 0.1, 0.5, 5 20 uM pel FEN; i 2.5, 10, 50
i 250 UM per la XYL.

A continuacié, amb les dades d"activitat enzimatica resultants dels experiments,

s'efectuen diferents calculs per obtenir els valors de Ky i Vimax, 1 €ls parametres
d’inhibicid, Kj i ICgy. Per cada concentracid de farmac i per cada isoforma es
determinen els valors de la K, i els valors de la Vinax, cOom es detalla a la seccio

6.2.2. A continuacid, es calculen els quocients Kn/Vmax (5 quocients, per un
CYP450 i una concentraci6 de farmac), i s"aplica un test estadistic que permeten fer
una primera seleccid dels farmacs potencials inhibidors d"una isoforma CYP450.
Quan no hi ha inhibicio, els valors de la Ky, i de la Vmax No varien significativament
amb la concentracié de farmac, perque aquest no interfereix en l"activitat d"una
isoforma CYP450, i llavors els valors dels quocients son constants. Els tests
estadistics aplicats indiquen si hi ha diferencies estadisticament significatives entre
els valors dels quocients en conjunt per totes les concentracions de farmac (inclosa
la concentracié zero). Aquesta primera seleccid, permet que no s hagin de realitzar

els ajustaments dels models d’inhibicio (que es descriuen més endavant), en les
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situacions en que no hi ha diferéncies estadisticament significatives entre els

quocients, per un CYP450 i una concentracio de farmac.

En els resultats dels tests estadistics evidencien diferencies estadisticament
significatives entre els quocients en les seglients reaccions especifiques: CYP2A1/2,
CYP2B1/2, CYP3A1/2, CYP2C11 i CYP2C quan s’incuben els microsomes amb
KT; CYP2B1/2, CYP2D1, CYP2C11 i CYP2C amb KTA; CYP3A1/2 amb BN;
CYP1Al1/2, CYP2B1/2 i CYP2D1 amb FEN; i CYP2D1, CYP3A1/2, CYP2C11,
CYP2C i CYP2A1/2 amb XYL.

A partir d"aqui, es calcula el valor de I"ICsq per les 18 relacions farmac-isoforma
CYP450 que en el test estadistic havien donat diferencies estadisticament
significatives. Dels experiments de I"estudi d’inhibicié es seleccionen les dades
d"activitat enzimatica d’una série d’incubats individuals de microsomes amb les
cinc concentracions de farmac (inclosa la concentracié zero) i a una de les quatre
concentracions de substracte especific, tal i com es descriu a la secci6 6.3.2. La

concentracio de substracte especific seleccionada és la concentracié més propera al

valor de la K, de cada reaccid especifica (5 uM per ERO i PRO, 25 uM per DEX; i

10 uM per TST). El resum dels valors d"ICgy obtinguts es mostra a la Taula 58.

Taula 58 Valors d"ICsqg per cada Farmac i Isoforma CYP450 on es Detecta una Interaccié Potencial per

Inhibicio en I’ Activitat de la Isoforma

Ketoprofé| Ketamina |Buprenorfina| Fentanil | Xilacina

valors ICgq (UM)

693.8

CYP1A1/2

CYP2B1/2
CYP2D1

CYP3A1/2| 1058.7

CYP2C11 3117.9

cyYp2C no c.

CYP2A1/2| 38921.1

IC 59 : concentracié d’inhibidor que disminueix I"activitat maxima d’un enzim a la meitat.
m.p.: mostres perdudes. No hi ha valor en aquesta concentracié de

substracte. Error en I'experiment.

no c.:no es pot calcular. Ajustat erroni de |"equacié utilitzant el SigmaPlot.

[ combinacions que no presenten interaccions.
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Tenint en compte els valors d"ICsq i comparant-los amb les concentracions maximes
esperades de cada farmac en plasma, s’observa que hi ha valors de concentracions
en plasma superiors als valors d"1Csg. Aix0 indicaria la possibilitat d’una interaccio

per inhibicié entre el farmac i la isoforma corresponent. Aquestes possibles
interaccions serien el KT (concentracié plasmatica de 1179.8 uM) que podria

interaccionar per inhibicié al CYP3A1/2 (ICsp= 1058.7 uM), la BN (concentracio
plasmatica de 6.4 uM) podria interaccionar per inhibicio també al CYP3A1/2 (ICs=
5.5 uM), i la XYL (concentraci6é plasmatica de 81.7 puM) podria interaccionar per
inhibicio als CYP2D1, CYP2C i CYP2C11 (ICsp= 75.0 uM, 59.8 uM i 62.9 uM,

respectivament).

En el present treball s’utilitzen tres métodes no tradicionals (com serien les
representacions de Lineweaver-Burck i de Dixon) per determinar la K;. EI primer

meétode aplicat en el present treball consisteix en el desenvolupament d”una serie de
models d’inhibicié deduits de I'equacié de M-M, i una altra série de models
d’inhibicié deduits de I"equaci6 de Hill. L aplicacié d"aquests models d"inhibicid
reversible mitjancant regressions no-lineals simultanies (SNLR), és un dels aspectes
més rellevants del treball, ja que, no estava descrita en publicacions previes.
Aquests models es programen i es validen en el software WinNonlin, amb les
equacions d’inhibicid reversible: Competitiva, No Competitiva i Acompetitiva. El

segon meétode de “Kmapp” €stima el valor de K; a partir de la representacié de les
concentracions de farmac versus els valors dels quocients Kn/Vmax, | €l tercer, que
és el metode de “ICsp-to-Kj Converter” que és una eina que existeix a internet i que
permet estimar els valors de K; a partir dels valors experimentals d"1Csp. Aquests

tres meétodes per determinar la Kj presenten |"avantage que nomeés necessiten un

nimero reduit de dades d activitat enzimatica a diferents concentracions de

substracte especific i farmac, i que son d aplicacié rapida.

En aquest primer metode per determinar la Kj, i en funcio dels criteris estadistics

d"AIC i SBC, a més dels valors dels CV% dels parametres estimats, tal i com
s’indica a la secci0 6.3, s"observa que el model Competitiu és el que millor ajusta en
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set cinetiques (4 derivades de I"equacio de M-M i 3 derivades de I"equacio de Hill);
els models No Competitiu i Acompetitiu ajusten 4 cinétiques (3 derivades de
I"equacié de M-M i 1 de I'equacié de Hill); i el model Mixte en 3 cinetiques. A
I"hora de treballar, com totes les inhibicions estudiades son reversibles, la

determinacio del tipus d"inhibicio és util per estimar millor el valor de la K;.

En el present treball no es comprova si algun d"aquests tipus d”inhibicié podia ser

irreversible.

Amb els valors de K; obtinguts i tenint en compte els valors de concentracid
maxima en plasma del KT (300 pg/ml, 1179.8 uM), de la KTA (10 pg/ml, 36.6
uM), de la BN (3 pg/ml, 6.4 uM), i del FEN (0.15 pg/ml, 0.28 uM), i la
concentracio maxima en sang de la XYL (18 pg/ml, 81.7 uM), trobades en la

bibliografia (veure la Taula 49 de la seccié 7.3.3), s'observen set potencials

interaccions per inhibicid potencials. Aquestes interaccions son les del KT amb el
CYP3A1/2 (Ki=702.7 uM, inhibicié Mixta), la KTA amb el CYP2B1/2 (K= 41.8
KM inhibicié6 Competitiva deduida de I"equacié de M-M), la BN amb el CYP3A1/2
(Ki= 5.1 uM, inhibicié Competitiva deduida de I"equacié de Hill), i la XYL amb els
CYP2C (Ki=50.9 uM, inhibici6 Competitiva deduida de I'equaci6 de Hill),
CYP2C11 (Kj=14.9 uM, inhibici6 Competitiva deduida de Iequacié de Hill),
CYP2D1 (Kj=26.7 uM, inhibici6 Competitiva deduida de I’equacio de M-M), i el
CYP3A1/2 (Kj=120.7 uM, inhibicio Mixta). El cas de I"interaccio de la XYL amb el
CYP3A1/2 i de la KTA amb el CYP2B1/2, s"inclouen com a inhibicio potencial a
considerar perque, el valor de la K; només és lleugerament superior al valor de

concentracié maxima referenciada.

Els valors de K; estimats pel métode de la “Km app” no son similars als obtinguts pel

meétode de SNLR. Els valors de K; calculats per métode “ICsp-to-K; Converter” son
similars en els seglents casos: KT-CYP2B1/2 (3052.0 uM i 3112.6uM, model
SNLR i model “ICsp-t0-Ki Converter”, respectivament); KTA-CYP2B1/2 (41.8 uM

i 46.4 UM, model SNLR i métode “ICsp-to-Kj Converter”, respectivament); KTA-
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CYP2C11 (72.8 UM i 66.4 uM, model SNLR i métode “ICsq-to-K; Converter”,

respectivament.

En la comparacio entre els valors de Ki determinats pels tres metodes, s"ha de tenir

en compte que el métode de la “Kp app” esta descrit per 1'inhibicié competitiva

deduida de la cinetica de M-M, i el métode “ICso-to-K; Converter” esta descrit per

utilitzar en les inhibicions Competitiva, No Competitiva i Acompetitiva deduides
també de la cinética de M-M. Pels models d’inhibicié Mixta i pels derivats de

I"equacid de Hill no serien aplicables aquests dos metodes d estimacio de la K;.

En una etapa posterior i per precisar al maxim el valor de la K;j, es determina la

fraccid de farmac no unida a proteines microsomals. S apliquen dos técniques per

estimar el farmac no unit/farmac unit a proteines microsomals.

La primera técnica que es posa a punt amb les nostres condicions de treball, és la
determinacié in vitro per ultracentrifugaci6 a través d'una membrana per
I"ultrafiltracio YM-10.000, d"una série d"incubats de microsomes amb KTA. Si bé
la tecnica in vitro es realitza només amb KTA, el procediment experimental és

aplicable a la resta de farmacs, si s"adapten les concentracions de I"assaig.

La segona tecnica es la determinacio in silico de la uni6 no-especifica dels farmacs a
proteines microsomals, que s'inclou en I"estudi perque és una técnica que permet
coneixer la quantitat de farmac no unit de forma senzilla mitjancant I aplicacio
duna série d"equacions (veure seccid 6.4.2), i tenint en compte només la carrega de
la molécula de farmac. Per la qual cosa, s estalvia tota la part experimental. Els
models que s utilitzen sén: el model de Hallifax (per moléecules basiques), el model
d"Austin (per molécules acides), el model combinat (pels dos tipus de molécules), i

els models de Simcyp® per acides i basiques.

El valor de la fraccio no unida (f, mic) de la KTA determinat pel métode in vitro
(0.86), és practicament igual al calculat in silico amb els models de Hallifax (0.87) i

de SImCYP® (0.85). En canvi, el model combinat in silico calcula un valor més
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distant de I"obtingut pel metode in vitro, (0.61). Veure Taula 55, seccié 7.4.2. En

conseqiiencia, aquests resultats consoliden I"aplicacié de la tecnica in silico.

En el present treball també es planteja el calcul del quocient Rexp, que representa la

relacié entre I"area sota la corba plasmatica en preséncia i en abséncia d”inhibidor
(ref. 115), i que s"ha desenvolupat fins arribar a una equacié on el quocient depen
del parametre d’inhibicio in vitro (K; no unida) i de la concentraci6 maxima
d’inhibidor (farmac) trobada en plasma, tal i com s"indica a la seccié 6.6. D aquesta
manera que es consideren pel calcul, els valors de concentracions en plasma que es
mostren a la Taula 49 de la secci6 7.3.3, i en el cas de la XYL el valor de la

concentracio en sang, (s"assumeix un quocient plasma:sang 1:1).

Tal i com s’indica a la seccio 6.6, quan el valor de Rexp €s >1.1 és predictiu
d’interaccions per inhibicid in vivo. En aquest treball, els casos on Reyp €s >1.1 son:
KT amb CYP2B1/2 (Rexp=1.4), amb CYP2C11l (Rexp=1.3), i amb CYP3A1/2
(Rexp=2.8); KTA amb CYP2B1/2 (Rexp=2.0), amb CYP2C11 (Rexp=1.6), i amb
CYP2D1 (Rexp=1.2); BN amb CYP3ALl/2 (Rexp=3.4); i XYL amb CYP2C
(Rexp=3.0), amb CYP2C11 (Rexp=7.7), amb CYP2D1 (Rexp=4.7), i amb CYP3A1/2
(Rexp=1.8). Veure Taula 57.

En resum, de tots els farmacs estudiats, el FEN no presentaria risc d’interacci6 en
les activitats enzimatiques de les isoformes CYP450 estudiades.
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CONCLUSIONS

Les conclusions que s’extreuen del treball realitzat son les seglients:

1. S’ha posat a punt metodiques analitiques per determinar els set metabolits especifics
formats en les reaccions corresponents a les seglents isoformes del CYP450:
resorufina per CYP1A1/2, 7-a-hidroxitestosterona per CYP2A1/2, resorufina per
CYP2B1/2, 16-a-hidroxitestosterona per CYP2C,
2-a-hidroxitestosterona per CYP2C11, dextrorfa per CYP2D1,
6-hicroxiclorzoxazona per CYP2EL i 6-B-hidroxitestosterona per CYP3A1/2.

2. S’ha posat a punt en el nostre laboratori dos métodes per 1"obtencié de microsomes
hepatics de rata, un basat en la precipitacio en calci i I’altre en el metode
d"ultracentrifugaci6. Amb els dos métodes es van obtenir els microsomes emprats

per la realitzacié d’aquest treball.

3. S’ha posat a punt i validat models d’inhibicié enzimatica, que permeten determinar la
K; dels farmacs en estudi sobre vuit isoformes CYP450 de rata, per regressions no-

lineals simultanies (SNLR). Els models d’inhibicié s"han desenvolupat a partir de
les equacions de Michaelis-Menten i de Hill; aquestes Gltimes de forma innovadora,
ja que no estan descrites en la bibliografia. EIs models s"han implementat en el

software WinNonlin per la seva utilitzacié rutinaria.

4. Es proposa la utilitzacié d’una analisi de la variancia d’una via entre els quocients
Kn/Vmax 1 les concentracions de farmac com a eina de filtrat de les interaccions

CYP-farmac no rellevants o inexistents amb la finalitat de reduir el nidmero de

calculs posteriors.

5. El parametre IC5p no ha resultat ser un indicador prou predictiu de possibles
interaccions in vivo. Es van predir cinc potencials interaccions per inhibicio a partir

de 1Csp, set a partir de K; i 11 a partir del quocients Reyp.

6. Els resultats del present treball permeten predir interaccions potencials in vivo en rata

per inhibicid, pels seglents farmacs:
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a. La Buprenorfina pot inhibir lactivitat del CYP3A1/2 (Rexp=3.4; Ki=6.4
HM).

b. El Ketoprofé pot inhibir Iactivitat dels CYPs 2B1/2 (Rexp=1.4; Ki=2777.3
HUM), 2C11 (Rexp=1.3; Ki=4077.7 uM) i 3A1/2 (Rexp=2.8; Ki=639.5 uM).

c. La Ketamina pot inhibir I’activitat dels CYPs 2B1/2 (Rexp=2.0; K;=35.9
HUM), 2C11 (Rexp=1.6; Ki=62.6 UM) i 2D1 (Rexp=1.2; K;=197.8 uM).

d. La Xilacina pot inhibir I’activitat dels CYPs 2C (Rexp=3.0; Kij=41.7 uM),
2C11 (Rexp=7.7; Ki=12.2 puM), 2D1 (Rexp=4.7; Ki=21.9 uM) i 3A1/2
(Rexp=1.8; K;=98.9 uM).

7. Dels farmacs estudiats, 1 segons els resultats obtinguts, I’analgesic Fentanil es I’nic
que no presentaria potencials inhibicions de les activitats de les vuit isoformes

CYP450 estudiades, i per tant, seria un analgésic d’eleccié pels estudis de

metabolisme en rata.
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Annex 1 Model d"Inhibicié Enzimatica Competitiva Deduit de I"'Equacié de Michaelis-Menten per 5
Concentracions d”Inhibidors

Model 1
remark R i A b b b b Sh 2 g b b b b S S dh g g b b b b b Sh S 2 b b b b b Sh  dh 2 g b b b b Sh dh  dh 2 g b b b b S S

remark Developer:

remark Model Date:

remark Model Version: 1.0

remark khkA Ak hkkhhkhkhkhhkhkhhkhhhhAhhkdhhdhhkhdhhkhhrhkhhhkhkdhrhkhhhrkhkkhkrhrkkhdxrkhkxx
remark

remark - MODEL D INHIBICO ENZIMATICA COMPETITIVA M-M
remark - PER 5 CONCENTRACIONS D’ INHIBIDOR
COMMANDS

NFUN 5

NPARAMETERS 3

PNAMES 'Vm', 'Km', 'Ki'

NCONSTANTS 5

END

remark - define temporary variables
TEMPORARY

INH1 = CON(1)

INH2 = CON(2)

INH3 = CON (3)

INH4 = CON (4)

INH5= CON(5)

vm = P (1)

Km = P(2)

Ki = P(3)

END

remark - define model equation

FUNCTION 1

F=Vm*x/ ( (KM* (1+INH1/K1i) +x)

END

FUNCTION 2
F=Vm*x/ ( (KM* (1+INH2/K1i) +x)
END

FUNCTION 3
F=vm*x/ ( (KM* (1+INH3/Ki) +x)

END

FUNCTION 4
F=Vm*x/ ( (KM* (1+INH4/Ki) +x)
END

FUNCTION 5
F=Vm*x/ ( (KM* (1+INH5/K1i) +x)
END

remark - end of model

EOM
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Annex 2 Model d"Inhibicié Enzimatica No Competitiva Deduit de I"Equacié de Michaelis-Menten per 5
Concentracions d” Inhibidors

Model 1

remark KK A KRR A KR A A KRR A A A A A A A I A A I AR I AR I AR I AR A AR A AR A A I A A A A A A KKk

remark Developer:

remark Model Date:

remark Model Version: 1.0

remark KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A A XA AR A AR A A A A A v K hh K
remark

remark - MODEL D’ INHIBICIO ENZIMATICA NO-COMPETITIVA

remark - PER 5 CONCENTRACIONS D INHIBIDOR

COMMANDS

NFUN 5

NPARAMETERS 3

PNAMES 'Vm', 'Km', 'Ki'

NCONSTANTS 5

END

remark - define temporary variables

TEMPORARY
INH1 = CON (
INH2 = CON (
INH3 = CON (
INH4 = CON(
INH5= CON (5
Vm = P (1)
Km = P(2)
Ki = P(3)
END

remark - define model equation
FUNCTION 1

AMT1= (14 (INH1/K1i))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT1) + (x*AMT1) )
END

FUNCTION 2

AMT2= (14 (INH2/K1i))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT2) + (x*AMT2) )
END

FUNCTION 3

AMT3= (14 (INH3/K1i))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT3) + (x*AMT3) )
END

FUNCTION 4

AMT4=(1+ (INH4/K1i))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT4) + (x*AMT4) )
END

FUNCTION 5

AMT5= (14 (INH5/K1i))

F=Vm*x/ ( (KM*AMT5) + (x*AMT5) )
END

remark - end of model

EOM

1)
2)
3)
4)
)
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Annex 3  Model d”Inhibicié Enzimatica Mixta Deduit de I"Equacié de Michaelis-Menten per 5

Concentracions d”Inhibidors

Model 1

remark R R e I b e S b S b I S b b S b I Sb S S b I Sb I b e S b S IR S b I S b I S S S 2 b S 2b b S 4 b3

remark Developer:
remark Model Date:
remark Model Version: 1.0

remark R R i A R e S b i dh b I S SR S S R S S S S S S S S R S A R S dh I S SR S R S R B S SR S S R S S SR S g R 4

remark

remark - MODEL D INHIBICIO ENZIMATICA MIXTA
remark - PER 5 CONCENTRACIONS D’ INHIBIDOR

COMMANDS

NFUN 5

NPARAMETERS 4

PNAMES 'Vm', 'Km', 'Ki', 'a’
NCONSTANTS 5

END

remark - define temporary variables
TEMPORARY

INH1 = CON(1)

INH2 = CON(2)

INH3 = CON(3)

INH4 = CON (4)

INH5 = CON(5)

Vm = P (1)

Km = P(2)

Ki = P(3)

a = P(4)

END

remark - define model equation

FUNCTION 1
AMT1= (14 (INH1/K1i))

AMT2= (14 (INH1/ (a*Ki)))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT1) + (x*AMT2) )
END

FUNCTION 2

AMT3=(1+ (INH2/Ki))

AMT4= (14 (INH2/ (a*Ki)))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT3) + (x*AMT4) )
END

FUNCTION 3
AMT5= (1+ (INH3/Ki))
AMT6=(1+ (INH3/ (a*Ki)))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT4) + (x*AMT6) )
END

FUNCTION 4
AMT7= (14 (INH4/K1i))

AMT8= (1+ (INH4/ (a*Ki)))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT7) + (x*AMTS8) )
END

FUNCTION 5
AMTO= (14 (INH5/K1))
AMT10=(1+ (INH5/ (a*Ki)))
F=Vm*x/ ( (KM*AMT9) + (x*AMT10) )
END

remark - end of model

EOM
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Annex 4

Model 1

remark
remark
remark
remark
remark
remark
remark -
D INHIBID
remark -
COMMANDS
NFUN 5
NPARAMETE
PNAMES !
NCONSTANT
END
remark -
TEMPORARY
INH1 = CO
INH2 = CO
INH3 CcO
INH4 = CO
INH5= CON
Vm = P (1)
Km = P(2)
Ki = P (3)
END
remark -
FUNCTION
AMT1=(1+(
F=Vm*x/ ( (
END
FUNCTION
AMT2=(1+ (
F=Vm*x/ ((
END
FUNCTION
AMT3=(1+(
F=Vm*x/ ((
END
FUNCTION
AMT4= (1+(
F=Vm*x/ ((
END
FUNCTION
AMTS5= (1+ (
F=Vm*x/ ( (
END
remark -
EOM
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Model d"Inhibicié Enzimatica Acompetitiva Deduit de I"Equacié de Michaelis-Menten per 5
Concentracions d” Inhibidors

KK A KRR A KR A A KRR A A A A A A A I A A I AR I AR I AR I AR A AR A AR A A I A A A A A A KKk

Developer:
Model Date:

Model Version: 1.0
R i b b b b b b b b b b b db b b b 4 b 2 b b b b I b db b d b d b b b b b b I b db b db b d b b b b b b i b i 4

MODEL D’ INHIBICIO ENZIMATICA ACOMPETITIVA PER 5 CONCENTRACIONS
ORs

RS 3
vm', 'Km', 'Ki'
S 5

define temporary variables

N (
N (
N (
N (
(5

1)
2)
3)
4)
)

define model equation
1

INH1/Ki))

KM) + (x*AMT1) )

2
INH2/Ki))
KM) + (x*AMT2) )

3
INH3/Ki))
KM) + (x*AMT3) )

4
INH4/Ki))
KM) + (x*AMT4) )

5
INH5/Ki))
KM) + (x*AMT5) )

end of model
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Annex5 Model d"Inhibicié Enzimatica Competitiva Deduit de I"Equacié de Hill per 5 Concentracions

d’Inhibidors
Model 1
remark L i i 2 b b b b b b b b b b b b b b b b 2 b b b b b I b b b b b b b I I 2 b b b b b b 2 b b b b b Y
remark Developer:
remark Model Date:
remark Model Version: 1.0
remark R i i b b b b dh db g b b b b S dh dh g 2 b b b b b Sh dh 2 b b b b b b Sh  dh 2 g b b b b Sh (dh  dh 2 S b b b b S S

remark

remark - MODEL D’ INHIBICIO ENZIMATICA COMPETITIVA SIGMOIDAL

remark - PER 5 CONCENTRACIONS D’ INHIBIDOR

COMMANDS

NFUN 5

NPARAMETERS 4

PNAMES 'Vm', 'Km', 'Ki', 'gamma'

NCONSTANTS 5

END

remark - define temporary variables

TEMPORARY

INH1 = CON(1

INH2 = CON(2

INH3 = CON(3

INH4 = CON (4
5)

Vm =

remark - define model equation

FUNCTION 1

AMT1=(1+ (INH1/Ki))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM**gamma*AMT1) +x* *gamma)
END

FUNCTION 2

AMT2= (1+ (INH2/Ki))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM**gamma*AMT?2) +x* *gamma)
END

FUNCTION 3

AMT3=(1+ (INH3/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT3) +x* *gamma )
END

FUNCTION 4

AMT4=(1+ (INH4/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT4) +x* *gamma)
END

FUNCTION 5

AMT5= (1+ (INH5/K1))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT5) +x* *gamma)
END

remark - end of model
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Annex 6 Model d"Inhibicié Enzimatica No Competitiva Deduit de I"Equacid de Hill per 5
Concentracions d” Inhibidors

Model 1

remark R e R I b b b b b b b I I 2 b b b b b b b b b b b b b b b b A 4 2 b b b b b S I 4 2 b b b b b b db a2
remark Developer:

remark Model Date:

remark Model Version: 1.0

remark KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A ARk, K K%
remark

remark — MODEL D INHIBICIO ENZIMATICA NO-COMPETITIVA SIGMOIDAL
remark - PER 5 CONCENTRACIONS D INHIBIDOR

COMMANDS

NFUN 5

NPARAMETERS 4

PNAMES 'Vm', 'Km', 'Ki', 'gamma'

NCONSTANTS 5

END

remark - define temporary variables
TEMPORARY
INH1 = CON(1)
INH2 = CON (2)
INH3 = CON (3)
INH4 = CON(4)
INH5= CON(5)
Vm = P (1)

Km = P(2)

Ki = P(3)
gamma = P(4)
END

remark - define model equation

FUNCTION 1

AMT1= (14 (INH1/Ki))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT1) + (x**gamma*AMT1) )
END

FUNCTION 2

AMT2=(1+ (INH2/Ki))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma *AMT2) + (x**gamma*AMT2) )
END

FUNCTION 3

AMT3=(1+ (INH3/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT3) + (x**gamma*AMT3) )
END

FUNCTION 4

AMT4=(1+ (INH4/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT4) + (x* *gamma*AMT4) )
END

FUNCTION 5

AMT5=(1+ (INH5/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma*AMT5) + (x* *gamma *AMTS) )
END

remark - end of model
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Annex 7 Maodel d"Inhibicié Enzimatica Acompetitiva Deduit de I"Equacié de Hill per 5 Concentracions

d’Inhibidors
Model 1
remark L i i 2 b b b b b b b b b b b b b b b b 2 b b b b b I b b b b b b b I I 2 b b b b b b 2 b b b b b Y
remark Developer:
remark Model Date:
remark Model Version: 1.0
remark R i i b b b b dh db g b b b b S dh dh g 2 b b b b b Sh dh 2 b b b b b b Sh  dh 2 g b b b b Sh (dh  dh 2 S b b b b S S
remark
remark - MODEL D INHIBICIO ENZIMATICA SIGMOIDAL
remark - PER 5 CONCENTRACIONS D’ INHIBIDOR
COMMANDS
NFUN 5
NPARAMETERS 4
PNAMES 'Vm', 'Km', 'Ki', 'gamma'
NCONSTANTS 5
END
remark - define temporary variables
TEMPORARY
INH1 = CON(1)
INH2 = CON(2)
INH3 = CON(3)
INH4 = CON(4)
INH5= CON(5)
Vm = P (1)
Km = P(2)
Ki = P(3)
gamma = P (4)
END
remark - define model equation

FUNCTION 1

AMT1=(1+ (INH1/Ki))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM**gamma) + (AMT1*x**gamma) )
END

FUNCTION 2

AMT2= (1+ (INH2/Ki))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM**gamma) + (AMT2*x**gamma) )
END

FUNCTION 3

AMT3=(1+ (INH3/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM**gamma) + (AMT3*x**gamma) )
END

FUNCTION 4

AMT4=(1+ (INH4/K1i))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma) + (AMT4*x**gamma) )
END

FUNCTION 5

AMT5= (1+ (INH5/K1))
F=Vm*x**gamma/ ( (KM* *gamma) + (AMT5*x**gamma) )
END

remark - end of model
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Annex 8 Posters Relacionats amb el Treball i Presentats a Diferents Congressos

“Role of Ketamine non-specific binding to rat microsome incubations and its impact
on the inhibition parameters of cytochromes P450: 1A, 2A, 3A1, 2B, 2C, 2C11 and
2D1”. 9" European 1SSX Meeting. Manchester, UK, 2006. M.C.Gémez, J.Sola,
C.Peraire and R.Obach.

“In vitro interactions of Ketamine, Xylazine, Buprenorphine, Fentanyl and
Ketoprofen with CYP2B and 34 in rat liver microsomes”. 18" International
Conference in Cytochrome P450. Dijon, Franga, 2003. M.C.Gomez, J.Sola, C.Peraire
and R.Obach.

“In vitro interactions of Ketamine an Ketoprofen with different Cytochrome P450
isoforms in rat liver microsomes”. 12" International Conference on Cytochrome
P450. La Grande Motte. Franca, 2001. M.C.Gomez, J.Sola, C.Peraire and R.Obach.
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