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RESUMO

A tuberculose € uma doenca infectocontagiosa provocada pelo Mycobacterium
tuberculosis que apesar de reconhecida a muitos anos, ainda tem ocorréncia
frequente na sociedade, assim como os casos de resisténcia aos medicamentos, que
tem apresentado aumento significativo nos ultimos anos. Na busca de novas
estratégias para o tratamento, pesquisadores da Unifesp-Diadema desenvolveram
novos compostos com potencial atividade antimicobacteriana, denominados
pirazinoato de metila (), pirazinoato de etila (llI), pirazinoato de butila (lll) e 2-
(pirazina-2-carboniloxi)etill pirazina-2-carboxilato (1V), derivados do acido pirazindico,
principal metabdlito da pirazinamida. Ensaios in vitro como a avalicdo de
propriedades fisico-quimicas e ensaios que avaliam a absorcao, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo (ADME), auxiliam na predicdo das caracteristicas
farmacocinéticas em um estagio inicial do desenvolvimento, permitindo a selecéo dos
melhores candidatos a novos farmacos. O presente estudo teve como objetivo a
realizacdo de screening fisico-quimico (determinacéo do coeficiente de particdo e da
estabilidade quimica nos pHs de 1,2; 7,4 e 8,8) e ensaios de ADME (célculo da
permeabilidade aparente em monocamada de células Caco-2, a avaliacdo da
estabilidade metabdlica em microssoma de ratos e de humanos e avaliacdo da
estabilidade em plasma de rato). Os compostos apresentaram logP de valor negativo,
indicando hidrofilicidade e foi observada estabilidade frente os trés pHs avaliados. A
permeabilidade aparente calculada para os compostos I, II, 1ll e IV resultou em
valores de 4,66 x10%; 4,14 x10%; 66 x10°e 1,61x10° cm/s, e estes valores indicam
boa expectativa de absorcédo, com destaque para lll, cujo resultado traz expectativas
de absorcdo completa. Os compostos apresentaram estabilidade metabdlica frente
as enzimas microssomais, de humanos e de ratos. Os compostos | e IV
apresentaram instabilidade em plasma de rato em 8 horas, e os compostos Il e Il em
6 horas. Considerando o tempo prolongado para a ocorréncia da degradacéo
significativa, ndo h& expectativas de que esta instabilidade comprometa a acao in
vivo dos compostos. Os resultados obtidos trazem expectativas favoraveis a
continuidade do desenvolvimento para as moléculas avaliadas, além de servirem
como base para interpretacéo e planejamento de ensaios in vivo futuros.

Palavras-chave: Tuberculose. ADME. Caco2. Microssomas.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis which,
although recognized for many years, still occurs frequently in society, as well as cases
of drug resistance, which has shown a significant increase in recent years. In the
search for new treatment strategies, researchers at Unifesp-Diadema have developed
new compounds with potential antimycobacterial activity called methyl pyrazinoate (1),
ethyl pyrazinoate (Il), butyl pyrazinoate (lll) and 2- (pyrazine-2 -carbonyloxy) ethyl]
pyrazine-2-carboxylate (IV), derivatives of pyrazinoic acid, pyrazinamide's main
metabolite. In vitro assays such as the evaluation of physicochemical properties and
assays that evaluate absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME), aid in
the prediction of pharmacokinetic characteristics at an early stage of development,
allowing the selection of the best candidates for new drugs. The objective of the
present study was the physical-chemical screening (determination of partition
coefficient and chemical stability at pHs of 1.2, 7.4 and 8.8) and ADME tests
(calculation of the apparent permeability in monolayer of Caco-2 cells, evaluation of
metabolic stability in rat and human microsomes and evaluation of stability in rat
plasma). The compounds presented logP negative value, indicating hydrophilicity and
stability was observed the three pHs evaluated. The apparent permeability calculated
for compounds I, II, 11l and IV resulted in values of 4.66 x10¢; 4.14 x10°%; 66 x10®and
1.61x10% cm/s, these values indicate a good expectation of absorption, especially for
I1l, whose result brings expectations of complete absorption. The compounds showed
metabolic stability front human and rat microsomal enzymes. Compounds | and IV
showed instability in rat plasma at 8 hours, and compounds Il and Il at 6 hours.
Considering the prolonged time for the occurrence of significant degradation, there is
no expectation that this instability will compromise the in vivo action of the compounds.
The results bring favorable expectations for the continuity of the development of the
evaluated molecules, besides serving as a basis for interpretation and planning of
future in vivo assays.

Keywords: Tuberculosis. ADME. Caco2. Microsomes.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é wuma doenca causada principalmente pelo
Mycobacterium tuberculosis, e seu carater infectocontagioso se da devido a forma
de transmisséo, que ocorre a partir de particulas infectantes presentes no ar que o
paciente infectado expele ao tossir, espirrar ou até mesmo falar. Uma vez infectados,
a maioria dos sintomas apresentados pelos pacientes € decorrente da resposta
imune contra o microrganismo e ndo da viruléncia bacteriana em si.
Enfraquecimento, febre, perda de peso, dor no peito, insuficiéncia respiratoria e
tosse, que pode ou ndo ser acompanhada de escarro, sdo 0s principais sintomas
apresentados (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2010).

Mesmo com o reconhecimento da TB como emergéncia global ha mais de
vinte anos, ela ainda foi responsavel por mais de 1,3 milhBes de mortes
mundialmente apenas em 2017, além dos 10 milhdes de novos casos no mesmo ano
(WHO, 2018).

Em 1979 o esquema basico de tratamento da TB era constituido de isoniazida
(INH), rifampicina (RMP), pirazinamida (PZA). Em 2009, devido ao aumento dos
casos de resisténcia a INH, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose revisou
esse esquema e adicionou o etambutol (EMB). Assim, o atual esquema basico de
tratamento, indicado para novos casos em adultos e adolescentes, € composto por
INH, PZA, RMP e EMB por dois meses, seguido de quatro meses do uso de INH e
RMP (BRASIL, 2011). No inicio de 1980 foram reportados 0s primeiros casos de
resisténcia bacteriana aos farmacos mais efetivos no tratamento da TB, INH e RMP
(CRUZ-KNIGHT; BLAKE-GUMBS, 2013). Desde entéo, os casos de resisténcia so
tém aumentado, com 480.000 novos casos apenas em 2015 (WHO, 2016).
Atualmente s&o encontrados diferentes tipos de resisténcia: monorresisténcia,
polirresisténcia, multirresisténcia (MDR- TB), resisténcia extensiva (XDR-TB)
(BRASIL, 2011).

Os casos de TB multirresistente sdo de extrema preocupacao ja que foram
responsaveis por aproximadamente 190.000 mortes mundialmente em 2014 (WHO,
2015), além de que seu tratamento se torna mais dispendioso e de maior toxicidade,
uma vez que sao utilizados cinco medicamentos por um periodo de, no minimo,

dezoito meses, podendo ser prolongado até que as culturas apresentem resultado



19

negativo por no minimo nove meses (KIRIMUHUZYA, 2012). Os casos de XDR-TB
requerem um tratamento mais agressivo e por mais tempo que os de MDR-TB, e
ainda assim, em ambos 0s casos, a eficacia ndo € grande, e as chances de cura sao

pequenas.

Mesmo com a epidemia de TB resistente, apenas em 2012, cinquenta anos
apos a utilizacdo dos farmacos de primeira linha, novos medicamentos foram
aprovados pelas agéncias internacionais para uso no tratamento da MDR-TB, em
adultos. A bedaquilina e a delamanida (Figura 1) ndo séo indicados para TB extra-
pulmonar, nem em casos de gravidez (WHO,2015; TIBERI et al., 2018).
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Figura 1. Estruturas dos novos farmacos para tratamento de TB resistente.

A bedaquilina possui mecanismo de acgdo diferenciado de todos os outros
farmacos anti-TB, uma vez que ela tem como alvo o metabolismo energético da
micobactéria. O composto tem afinidade pelo complexo de ATP sintase, bloqueando-
0 e impedindo a produgdo de ATP. Seu mecanismo Unico a torna ativa contra todos
os estados do M. tuberculosis sendo ele ativo, dormente, replicante, néo replicante,
intra e extracelular LAKSHMANAN; XAVIER, 2013; PARK et al., 2018).

A delamanida é um pro-farmaco, cuja ativacédo depende da coenzima F420:
NADP™ oxidoredutase, que inibe a sintese do acido micalico, inibindo a formacgéo da
parede celular, facilitando a entrada no farmaco na micobactéria. Ela é ativa nas
formas replicante, dormente, intra e extracelular do bacilo e possui 0 menor valor de
concentracéo inibitéria minima (MIC) dentre todos os farmacos anti-TB (FUJIWARA
et al., 2018). A pretomanida, também da classe dos Nitroimidazois e alvo semelhante
ao delamanid aguarda aprovacéo regulatoria (SILVA et al., 2018).

No campo de desenvolvimento de farmacos, Nair e colaboradores (2015)

desenvolveram uma molécula (Figura 2) que é um potencial agente para o



tratamento da MDR-TB, uma vez que seu valor de MIC foi de 1,56 pg/mL, o ensaio
de viabilidade celular indicou baixa toxicidade a macrofagos nao-infectados, o
composto apresentou meia-vida de 14,4h apds ensaio de metabolismo com
microssomas humanos, além de exibir um comportamento sinérgico ao ser

combinado com um inibidor da sintese do acido micdlico.
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Figura 2. Estrutura do composto sintetizado por Nair e colaboradores, com possibilidade
de acéo no tratamento da MDR-TB.

Salunke e colaboradores (2015) realizaram um screening com 64
compostos desenvolvidos a partir do esqueleto do celecoxibe, o ensaio de
atividade antimicobacteriana in vitro demonstrou que seis compostos (Figura 3) se
apresentaram mais promissores, apresentando resultados de ICso que variaram
de 0,18 a 0,48 uM. Além de que os compostos 41, 51 e 53 foram capazes de inibir
o bacilo tdo efetivamente quanto a INH e que todos 0s compostos mostraram

atividade frente a cepas multirresistentes.
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Figura 3. Estrutura dos compostos mais promissores sintetizados por Salunke e
colaboradores.
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Li e colaboradores (2015) também realizaram um screening com avaliagdo
de 45.000 compostos, sendo realizada a sintese de 25 compostos analogos ao
azol disubistituido, que se mostraram nao citotdxicos. Todos 0s compostos, exceto
3, se mostraram ativos frente a cepas MDR e XDR-TB, com CIM variando de 1 a
64 mg/L, valor bem menor que o da RMP, que € de 256 mg/L, além de que alguns

dos compostos se mostraram seletivos para o bacilo da TB.

Alguns outros compostos, como 0 Q203 da classe das Imidazopiridina-
amidas, que apresenta atividade semelhante & bedaquilina; a sutezolida, da
classe das Oxazolidinonas, cujo alvo é a sintese proteica no ribossomo 23s; o
SQ109, da classe 1,2-etilenodiaminas que inibem a sintese da parede celular e
pode ser sinérgico com a bedaquilina se encontram nas fases iniciais dos ensaios
(SILVA et al., 2018).

No Brasil, o grupo de pesquisa do Instituto de Ciéncias Ambientais,
Quimicas e Farmacéuticas da Universidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp), sob
a lideranca do Prof. Dr. Jodo Paulo dos Santos Fernandes, desenvolveu novas
moléculas com potencial atividade antimicobacteriana. Os compostos tiveram sua
atividade testada in vitro, a partir dos ensaios de Alamar Blue, utilizando cepa
replicante de M. tuberculosis, e LORA (Low oxygen recovery assay), com cepas
nao replicantes, sob condicBes de hipdxia. Os MICs foram definidos como as
concentracfes mais baixas que reduziram a fluorescéncia em 90%, quando
comparado aos controles. Os resultados indicaram moderada atividade
antimicobacteriana em ambos o0s ensaios. Os compostos também tiveram a
citotoxicidade avaliada, através de ensaio com ceélulas mamiferas e se
demonstraram n&o citotoxicas, indicando a seletividade para micobactérias.
(SEGRETTI et al., 2016).

As moléculas denominadas pirazinoato de metila (l), pirazinoato de etila (11),
pirazinoato de butila (1ll) e 2-(pirazina-2-carboniloxi)etill pirazina-2-carboxilato (1V)
(figura 4), séo ésteres do acido pirazindico (POA), principal metabdlito da PZA,
composto que se acredita ser o responsavel pela sua agédo. Esse metabdlito é
obtido através da conversdo da PZA pela pirazinamidase (PZAse), enzima
presente na micobactéria, sendo altamente hidrofilico e facilmente ionizavel em
pH fisiolégico, o que o impossibilita de atravessar a membrana celular do

Mycobacterium. Assim, foi aplicada a estratégia de latenciacéo por esterificacéo,
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de modo que o grupo carboxilico se tornou nao ionizavel, aumentando a
lipofilicidade molecular, o que possibilita a penetracdo dos compostos na forma de
éster para posterior liberacdo do POA dentro das micobactérias (SEGRETTI et al.,
2016).

0
o N
N ~ 07~
= 0~ E |
9 :
N
| Il
N
0] O AN
N N o J
~ 07 TN ~ 07 > N
G G o
N N

Il \Y

Figura 4. Estruturas dos novos compostos derivados do acido pirazindico

Como mencionado acima, a conversdo da PZA a POA se d& pela enzima
PZAse (figura 5) e acredita-se que essa conversao esta relacionada a atividade do
farmaco, uma vez que cepas resistentes ao farmaco ndo apresentam a enzima.
Como os ésteres do POA necessitam apenas da hidrélise a partir de esterases, ha

maior chance de serem ativos mesmo em cepas resistentes (SEGRETTI et al., 2016).
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Pirazinamida Acido Pirazinoico

Figura 5. Conversdo da pirazinamida a &cido pirazindico pela acdo da pirazinamidase.
Adaptado de Segretti et al.,2016.
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As propriedades farmacocinéticas, o frequente uso de associagbes
medicamentosas que propicia a ocorréncia de interacdes de farmacos e a toxicidade,
sdo os principais fatores responsaveis por mais da metade dos fracassos da
introducdo de novos farmacos no mercado (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003;
GOMEZ-LECHON et al., 2007). De acordo com Singh (2006), compostos que
apresentam uma farmacocinética favoravel sdo mais provaveis de serem eficazes e
seguros. Portanto, a avaliacdo pré-clinica precoce da farmacocinética deve garantir
reducado das falhas no desenvolvimento de produtos em fases posteriores, como na

clinica.

Segundo Gomez-Lechon e colaboradores (2007), alguns parametros devem
ser avaliados logo nos estagios iniciais do desenvolvimento, garantindo a selecéo de
compostos mais seguros e efetivos. Entre esses parametros estdo: estabilidade e
perfil metabdlico; identificacdo de metabdlitos; extrapolacdo dos resultados in vitro
para estimativa da farmacocinética in vivo; identificagdo das enzimas do citocromo
P450 (CYP450) envolvidas no metabolismo do farmaco; interacdo farmaco-farmaco
devido a inducaol/inibicdo enzimatica; e a toxicidade associada ao metabolismo do
farmaco. Uma maneira de avaliar precocemente alguns destes parametros é a
realizacdo de ensaios ADME (absorcgéao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do) que
consistem em ensaios separados, especificos para cada parametro.

As propriedades fisico-quimicas da molécula também apresentam grande
influéncia na disposicao cinética do farmaco, sendo importante a sua analise como
uma maneira de predizer, bem como compreender o comportamento deste no
organismo.

As vantagens da utilizacdo dos ensaios in vitro sdo inumeras, utilizando
guantidades minimas dos compostos, promovendo de maneira simples, conveniente
e rapida um modo de avaliar os candidatos e as suas propriedades.
(VENKATAKRISHNAN et al., 2003; ZHANG et al., 2012).

No presente estudo avaliamos, através de ensaios in vitro, 0S novos
compostos derivados do acido pirazindico com atividade antimicobacteriana para
obter informacdes relevantes a continuidade do processo de desenvolvimento e
trazer mais agilidade ao processo de planejamento dos ensaios futuros. As
informacdes obtidas nestas avaliagbes in vitro serdo Uteis tanto na fase

biofarmacéutica - para o planejamento e elabora¢éo da forma galénica - quanto para
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o planejamento de futuros ensaios in vivo, seja na selecéo da via de administracao,
do modelo animal mais apropriado e para auxiliar na interpretacdo dos resultados

obtidos nos estudos de farmacocinética.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Hist6ria da Tuberculose

As informag6es existentes sobre TB sdo relativamente novas, porém o historico
dessa doenca, que ja foi denominada uma praga, é antigo. Estudos recentes de DNA
em mumias do antigo Egito, datadas de 2400 AC, comprovaram a existéncia de M.
tuberculosis nos esqueletos. A palavra hebraica schachepheth é usada em dois livros
da Biblia para se referir a TB. Na Grécia antiga, Hipocrates a definiu como Tisica,
descrevendo corretamente 0s sintomas e até as lesdes pulmonares. Nos séculos 18
e 19, apos o declinio do Império Romano, a doenca se espalhou pela Europa, sendo
responsavel por 900 mortes a cada 100.000 habitantes (BARBERIS et al., 2017).

Apenas em 1679 a anatomia e patologia exatas foram descritas, incluindo os
tubérculos, sua progressdo a abcessos, cavidades e empiema (acumulo de pus em
uma cavidade) e vinte anos depois, houve a primeira referéncia oficial ao carater
infeccioso da TB. O ambiente industrial cercado de precérias condi¢cdes de trabalho,
com pouca ventilacdo, superpopulosos, sem acesso sanitario, ma-nutricdo, dentre
outros fatores de risco auxiliaram na propagacdo dos casos. A caracteristica
extremamente péalida dos infectados a tornou conhecida como “praga branca”
(DANIEL, 2006; BARBERIS et al., 2017).

Em 1810 um médico francés reconheceu a TB como uma doenca que néo afeta
apenas os pulmdes, mas uma doenca infecciona generalizada, clinicamente definida
por tosses, dificuldade em respirar, febre e expectoracao purulenta. Nove anos depois,
os tubérculos foram reconhecidos como sinais caracteristicos da primeira fase da
doenca, que progridem para um aspecto caseoso até formar cavidades (DANIEL,
2006).

Entdo, em marco de 1882, o marco historico da luta contra a TB foi definido
guando Robert Koch apresentou seus resultados na Sociedade Fisiolégica de Berlim.
Ele foi capaz de identificar, isolar e cultivar o bacilo da TB, inclusive inoculando-o em
animais de laboratério, e a elucidagéo da etiologia da TB Ihe rendeu um prémio Nobel
em 1905 (BARBERIS et al, 2017).

Em 1936, um brasileiro teve uma importante contribuicdo na historia da TB, 0
pneumologista Manoel de Abreu criou a abreugrafia, uma técnica que combinava
radiologia e fotografia para diagnostico da doenca. A maquina emitia feixe de raios X,

gue sensibilizava uma tela, gerando uma imagem visivel a olho nu, capturada por uma
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camera. O método era sensivel, relativamente especifico, de baixo custo e permitia a
realizacdo de varios exames em pouco tempo. O exame se difundiu mundialmente e
somente na Alemanha, em menos de dois anos de uso, 500 mil exames foram
realizados. Em 1974, a OMS recomendou que o exame ndo fosse mais realizado,
devido a exposicdo desnecessaria da populacdo a altas doses de radiacéo
(FIORAVANTI, 2015; RUBENS, 2016).

A criacdo da vacina BCG (Bacilo de Calmette e Guérin) e a descoberta de
farmacos contra TB auxiliariam em uma significativa retragcdo do numero de casos da
doenca mundialmente, porém, as epidemias ainda existem e estdo concentradas nos

paises em desenvolvimento.

2.2 A bactéria

O género Mycobacterium possui mais de 100 espécies, sendo 30 destas
capazes de causar doencas. Eles sdo microrganismos aerébios estritos, possuem
formato de bastdo, ndo possuem flagelo nem capsula e tampouco produzem toxinas.
As colbnias podem ter crescimento rapido, em menos de sete dias, ou crescimento
lento, se acima desse tempo. Estudos inclusive verificaram que a taxa de crescimento
esta relacionada a patogenicidade das micobactérias (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008; LIMA et al., 2011).

Algumas micobactérias patogénicas sdo M. avium, responsavel por doencas
broncopulmonares, linfadenopatias e infec¢cdes Osseas; M. leprae, causadora da
hanseniase e M. fortuitum responsavel por infeccbes Osseas, pele e tecidos
moles.Dentre as doencas causadas por micobactérias, a mais conhecida é a
tuberculose, que pode ser devido a infeccdo por M. africanum, M. canettii, M. bovis e
principalmente pelo M. tuberculosis (LIMA et al., 2011).

O M. tuberculosis (Figura 6) possui tempo de crescimento maior que o da
maioria das outras bactérias, sendo necessario aproximadamente 24 horas para
geracgdo, suas colbnias tém superficie seca e rugosa e é necessario um tempo de trés

a quatro semanas para visualizagdo em placa (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Figura 6. Mycobacterium tuberculosis. Fonte: Harvard

As micobactérias possuem parede celular composta de 4cido micdlico, &cidos
graxos de cadeia longa ramificados, além de possuirem acido N-glicoliimuramico no
lugar de &cido N-acetilmuramico, mais comum no restante das bactérias. Essa
composicdo diferenciada os torna bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), sendo
necessario o uso da coloracéo de Ziehl-Neelsen, para diferenciar BAAR positivos de
negativos, se corando em vermelho. A grande quantidade de lipidios também auxilia
na resisténcia a estresses ambientais, como 0 ressecamento e até a desinfetantes
quimicos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2010).

Sua parede celular diferenciada a torna um alvo comum nos medicamentos
antituberculose, uma vez que é o mecanismo de acédo da INH e de varios novos
candidatos a farmaco. Outros alvos consistem na inibicdo da atividade da RNA

polimerase, inibicdo da ATP sintase e inibicdo de sintese proteica (SILVA et al., 2018).

2.3 Patogénese

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa cuja transmissao se da pelas
particulas infectantes expelidas através da tosse, espirro ou mesmo goticulas de
saliva, se caracterizando como altamente contagiosa, portanto. Esses microrganismos
podem permanecer em suspensao por algumas horas e a presenca de 1 a 10 bacilos
em uma suspensao ja e suficiente para causar a infeccao (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008; TORTORA et al., 2010).

O M. tuberculosis € um patégeno intracelular de macréfagos, cujas atividades
sdo reguladas por atuacdo do sistema imune do hospedeiro, e a infeccdo se
estabelece principalmente no tecido pulmonar. Uma vez inalados, os bacilos séo
fagocitados por macrofagos alveolares e na maioria da populagédo saudavel a infeccao
nao progride, por atuacdo do sistema imune (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O éacido micdlico da parede é um grande estimulante ao sistema imune, a
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ativacdo do macrofago ocorre a partir de citocinas pro-inflamatérias, como as
interleucinas IL-6, IL-12, fator de necrose tumoral e interferon-gama. Porém, se a
defesa do organismo néo for capaz de eliminar os bacilos, eles séo isolados em uma
lesdo fechada, o tubérculo. Esses tubérculos se multiplicam nos macréfagos, atraindo
mais macréfagos e outras células de defesa para a area, essas células formam uma
barreira ao redor dos bacilos e apesar de dificilmente conseguirem destruir a bactéria,
h& a liberacdo de enzimas e citocinas, responsaveis por formar uma lesdo pulmonar
inflamatoéria. Se a doenca for interrompida nesse estagio, essas lesdes se tornam
calcificadas (TORTORA et al., 2010).

A morte de macrofagos libera os bacilos dos tubérculos, formando um centro
caseoso na lesédo, alguns destes podem permanecer dormentes, originando um
grande reservatorio bacteriano, que pode servir de base para reativacdo futura da
doenca (TB latente). A progressédo da doencga ocorre conforme o centro caseoso vai
aumentando, causando destruicao tecidual, no processo de liquefacédo, a cavidade
tuberculosa possibilita que os bacilos aerébios se multipliquem fora dos macréfagos.
A liquefagdo continua até que o tubérculo se rompa e libere os bacilos nos
bronquiolos, o que permite a disseminacao destes pelas vias aéreas. A presenca de
bacilos no sistema circulatorio e linfatico, infectando varios tecidos no organismo,
caracteriza a TB miliar (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2010).

A maioria dos sintomas apresentados € resultado da acdo da resposta imune
do hospedeiro contra o bacilo do que ac¢des da viruléncia bacteriana em si. Todo esse
processo leva ao enfraquecimento, febre, emagrecimento, insuficiéncia respiratoria,
dor no peito e tosse por longos periodos (acompanhada ou ndo de escarro ou sangue)
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2010).

2.4 Diagnéstico

O diagnéstico da TB se da pelo teste cutaneo da tuberculina, sendo o mais
preciso dentre este, o teste de Mantoux, que consiste na aplicacdo intradérmica de
0,1mL de tuberculina, uma proteina purificada derivada do M. tuberculosis. Apés 48h
da injecdo, € observada se ha a ocorréncia de uma area endurecida, resultado da
reacdo de hipersensibilidade devido a reacdo das células T previamente
sensibilizadas a proteina (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2010).

Se o tamanho da area endurecida for entre 0 e 4 mm, o individuo é classificado como
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nao-reator; valores entre 5 e 9 mm classificam como reator fraco, jA um diametro de
10 mm ou superior é classificado como reator forte (CAMPOS et al., 2006).

O teste pode ser capaz de detectar infec¢des antigas ou recentes, além de ser
a Unica maneira de detectar uma infeccao latente, porém, deve-se atentar ao fato de
que criangas imunizadas pela vacina BCG também reagem a tuberculina, sendo
necessarios testes adicionais para verificar a existéncia da infeccdo (TRABULSI,;
ALTERTHUM, 2008).

A realizagdo de raio-X pode ser til, uma vez que na maioria 0s casos, a
imagem obtida é bem caracteristica, porém ela pode variar e esse método nao é
especifico para o diagnéstico de TB, podendo inclusive apresentar resultado normal,
mesmo na presenca da doenca (RYU, 2015).

Uma maneira simples e de baixo custo para diagnostico € o esfregaco de
escarro, que utilizando a técnica corante adequada permite detectar a presenca de
bacilos por microscopia, porém esse método ndo possui a sensibilidade necessaria
(RYU, 2015). A comprovacgdo pelo isolamento da bactéria em cultura € altamente
sensivel, porém se torna dificultosa, dado o crescimento lento da bactéria, que pode
levar de 2 a 6 semanas (RYU, 2015), assim, técnicas de amplificacdo in vitro do
genoma, como PCR (polymerase chain reaction), além da maior sensibilidade e
especificidade garantem a obtencdo de um resultado muito mais rapido (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008; TORTORA et al., 2010).

No Brasil, o diagnostico € oferecido de maneira gratuita no Sistema Unico de
Saude (SUS), sendo a baciloscopia direta a principal técnica empregada no pais,
juntamente com a cultura bacteriana e radiografia de térax (SESA, 2018). Na tentativa
de ampliar a cobertura dos casos de TB, em 2018, o governo brasileiro forneceu mais
equipamentos de Teste rapido molecular para TB, o exame que ja € ofertado desde
2014 permite verificar a TB ativa, em apenas 2 horas, identificando o DNA do bacilo,
além de detectar resisténcia deste & RMP. Os cartuchos para realizacdo do teste sédo
pré-carregados com todos 0s reagentes para processamento da amostra, extracao e
amplificacdo de DNA e deteccao do gene de resisténcia a RMP (RYU, 2015). Assim,
considerando a disponibilidade e custo beneficio, o teste da tuberculina continua

sendo o teste mais empregado na deteccdo da TB latente no Brasil (BRASIL, 2018).



30

2.5 Epidemiologia no Mundo e no Brasil

Apesar de antiga, a TB ainda € um grave problema de saude, sendo a nona
causa de mortes no mundo e a primeira causa de morte dentre infec¢cdes por um unico
agente, ultrapassando até mesmo o HIV/AIDS. Em 2017 ela foi responséavel pela
morte de 1,3 milhdes de pessoas além de mais 300 mil mortes entre pessoas com HIV
(WHO, 2018).

A incidéncia da TB continua preocupante, com aproximadamente 10 milhdes
de novos casos apenas em 2017, destes, 90% sdo adultos, 65% homens e 9%
pessoas com HIV. A maioria dos novos casos ocorreram no Sudeste Asiatico e 56%
destes ocorreram em 5 paises, sendo eles india, Indonésia, China, Filipinas e
Paquistdo (WHO, 2017; 2018).

Mesmo com os declinios das taxas de mortalidade e incidéncia (3 e 2% ao ano,
respectivamente) sdo necessarios decaimentos de 4-5% até 2020 para que o primeiro
marco da Estratégia para o fim da TB seja atendido. A proporcdo de pessoas que
desenvolveram TB e morreram pela doenca (taxa de caso fatalidade) foi de 16%,
sendo necessario um valor de 10% para atingir o marco.

No Brasil, em 2017, foram mais de 90 mil novos casos, aproximadamente 4 mil
e 7 mil casos a mais quando comparado a 2016 e 2015, respectivamente,
demonstrando que apesar dos investimentos realizados no combate a TB, que foi de
57 milhGes de dolares apenas em 2017, os nimeros de novos casos continuam a
crescer. Apesar do aumento da incidéncia, os indices de mortalidade decresceram de
7,7 mil mortes em 2015, para 7 mil mortes em 2018 e outro indicador com boas
prospectivas € a notificacdo dos casos que teve aumento crescente nos ultimos 3 anos
(81, 83 e 89 mil nos anos de 2015, 2016 e 2017, respectivamente) (WHO, 2016; 2017;
2018).

2.6 Tratamento

Os primeiros tratamentos efetivos foram implantados em 1940 (WHO, 2017),
sendo a estreptomicina o primeiro farmaco utilizado e apesar da alta taxa de cura, ndo
demorou muito a algumas cepas demonstrarem resisténcia (KESHAVJEE; FARMER,
2012). Em 1951 a INH foi testada e, devido a sua alta taxa de melhora clinica, foi
rapidamente implantada, ja que se mostrou efetiva, de baixa toxicidade e com custo

reduzido. Logo em seguida foram desenvolvidos outros farmacos, como PZA, EMB e
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RMP, tendo esta ultima sido considerada um marco no tratamento, devido a sua
potente atividade bactericida, principalmente quando associada a INH. Entretanto,
juntamente com a efetividade dos novos farmacos, a resisténcia bacteriana também
estava presente, foi entdo notado que o uso combinado de mais de um farmaco
diminuia os casos de resisténcia, sendo implantando o regime de multiplos farmacos,
utilizado até os dias de hoje (SOUZA; VASCONCELOS, 2005; HIJJAR et al., 2007).

Na década de 70 o Brasil foi o primeiro pais a padronizar esquemas
terapéuticos de seis meses de duracdo, com todos os farmacos por via oral, sendo
essa decisdo baseada em estudos nacionais e internacionais. Em 2009 foram
introduzidos os comprimidos de dose fixa combinada, além da adicdo do EMB ao
esquema terapéutico, assim o tratamento para todas as formas da doenca em
pacientes acima de 10 anos, atualmente se da por uma fase intensiva de 2 meses
fazendo uso de RMP, INH, PZA e EMB, seguido de 4 meses de fase de manutencéao
fazendo uso apenas de RMP e INH. Cada comprimido contém 150 mg de RMP, 75
mg de INH, 400 mg de PZA e 275 mg de EMB (BRASIL, 2001; RABAHI et al., 2017).

Os efeitos adversos mais comuns ao tratamento sdo mudanca da coloragéo da
urina, intolerancia gastrica e alteracdes cutaneas, que normalmente ndo sédo graves o
suficiente para causar a interrupcéo do tratamento.

Apesar da eficacia do tratamento ser de 95%, a média nacional da efetividade
deste é de 70%, devido ao uso incorreto ou irregular dos medicamentos e até mesmo
abandono do tratamento. Assim, na tentativa de aumentar a adesao ao tratamento, a
OMS recomenda a adocéo da estratégia Tratamento Diretamente Observado de Curta
Duracéo (DOTS), que inclui elementos como compromisso politico, identificacdo dos
casos por baciloscopia, garantia de fornecimento regular dos medicamentos, um
sistema de notificacdo e avaliacdo dos resultados e o Tratamento Diretamente
Observado (TDO) (BRASIL, 2011).

O TDO consiste em um profissional treinado para observar a tomada da
medicacdo pelo paciente, desde o inicio do tratamento, até a cura (BRASIL, 2011,
RABAHI et al., 2017). As tomadas podem ser realizadas tanto em domicilio, quanto
na unidade de salde e essa supervisdo tem como objetivo aumentar os casos de
cura, diminuir o abandono e a resisténcia aos medicamentos, além de prevenir novas

infeccdes e evitar maiores gastos (BRASIL, 2011)
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2.7 Tuberculose resistente

O fenbmeno da resisténcia bacilar ocorre por mecanismos de mutacao genética
do Mycobacterium tuberculosis, no seu processo de multiplicacdo, podendo ser
classificado em resisténcia natural, advinda de mutacfes durante a multiplicacao;
resisténcia primaria, em que pacientes nunca tratados se contaminam por bacilos
previamente resistentes e resisténcia secundaria, em que pacientes inicialmente
sensiveis se tornam resistentes apds exposicdo ao medicamento, geralmente devido
a tratamento inadequado ou irregular (BRASIL, 2011).

A classificacdo também pode ocorrer pelo resultado da resisténcia a partir do
teste de sensibilidade (BRASIL, 2011), sendo:

e Monorresisténcia: resisténcia a um farmaco antituberculose de primeira linha.

e Polirresisténcia: resisténcia a dois ou mais farmacos antituberculose, com
excecdo da associacdo RMP e INH.

e Multiresisténcia (MDR-TB): resisténcia a pelo menos RMP e INH.

e Resisténcia extensiva (XDR-TB): resisténcia a rifampicina e isoniazida, a uma
fluoroquinolona e a um injetavel de segunda linha (amicacina, canamicina ou
capreomicina).

O tratamento dos casos de tuberculose resistente requer a inclusdo de
medicamento de segunda linha, troca de medicamentos, aumento do tempo (18 a 24
meses) e do custo do tratamento, além da diminui¢do da efetividade, aumentando a
chance de recidiva.

Somente em 2016, 490 mil novos casos de MDR-TB foram contabilizados, além
de 110 mil casos susceptiveis a INH, mas resistentes a RMP, totalizando 600 mil
novos casos de resisténcia, demonstrando, um aumento, uma vez que em 2015 foram
580 mil casos no total. No Brasil, também houve aumento dos casos de resisténcia
passando de 812 em 2012 para 1027 em 2015 (BRASIL, 2016; WHO, 2017).
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2.8 O desenvolvimento de novos farmacos: estudos ADME e a
farmacocinética

A industria farmacéutica surgiu apos a segunda guerra mundial e foi quando se
definiu o conceito moderno empregado na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, se baseando na descoberta de alvos terapéuticos, desenho e selecédo da
molécula lider, otimizacédo, desenvolvimento do candidato e enfim, a descoberta do
medicamento. Com o intuito de agilizar todo esse processo, a industria investiu em
quimica combinatoria e high throughput screening e essa estratégia realmente reduziu
o tempo de descoberta, porém encareceu expressivamente 0s custos do
desenvolvimento, uma vez a necessidade de equipamento com tecnologia inovadora,
0 que apesar da alta taxa de sucesso, dificulta o investimento por paises menos
desenvolvidos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008; DIMASI et al., 2016).

O estudo do Tufts Center for the Study of Drug Development, de 2016 avaliou
em mais de 2,6 bilhdes de dolares o custo médio para o desenvolvimento de um novo
farmaco, além de um tempo de mais de 10 anos para que o medicamento chegue ao
mercado. Esses nimeros sdo facilmente inteligiveis ao considerarmos que apesar das
altas tecnologias empregadas, ha uma limitacdo na descoberta de novos alvos,
levando a um cenario onde de 30 mil moléculas sintetizadas, apenas 9 (0,027%) sao
aprovadas pelas agéncias regulatorias e apenas 1 (0,003%) ir4 trazer o retorno
esperado a industria (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008; DIMASI et al., 2016).

Por volta dos anos 80 a quimica medicinal possuia foco na seletividade e
especificidade dos ligantes e questdes como LogP, ADME e solubilidade eram
deixadas de lado. Screening in vitro que avaliavam a especificidade do alvo,
geralmente resultavam em compostos que eram excelentes ligantes, porém nao eram
bons candidatos ao desenvolvimento, pois eram compostos de alto peso molecular,
com elevada lipofilicidade, o que pode dificultar a absor¢cdo e tornar o método
contraditério por selecionar moléculas com propriedades desfavoraveis
(VENKATESH; LIPPER, 2000).

As principais causas de falha no processo de desenvolvimento s&o
propriedades farmacocinéticas inadequadas (39%), falta de eficiéncia (30%),
toxicidade (11%), e raz0es relacionadas ao marketing (5%) (WATERBEEMD et al.,
2007). Dentro das propriedades farmacocinéticas inadequadas, normalmente estéo a
baixa estabilidade quimica no estbmago, baixa solubilidade, baixa permeabilidade e
perfil metabdlico indesejavel (VENKATESH; LIPPER, 2000).
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A farmacocinética pode ser definida como o estudo do curso temporal do
farmaco no organismo, incorporando 0s processos de absorcdo, distribuicédo,
metabolismo e excre¢do (SMITH et al., 2001). Se considerarmos que quase metade
das falhas no processo de desenvolvimento de novos farmacos se da devido a
propriedades farmacocinéticas inadequadas, fica evidente a importancia de uma
avaliacdo precoce da farmacocinética. Estudos farmacocinéticos necessitam ser
realizados em organismos vivos, pois somente nessa condigdo 0S processos ocorrem
simultaneamente, porém testes em animais ou em humanos demandam tempo, altos
custos, além da aprovacdo por comités de ética em pesquisa, 0 que torna mais
dificultosa a avaliacéo cinética de todas as moléculas candidatas a novo farmaco.

Uma maneira de investigar as propriedades farmacocinéticas de forma precoce
€ a realizacdo de estudos de ADME, onde serdo realizados diferentes ensaios, sendo

estes especificos para cada processo.

2.9 Screening fisico-quimico e estudos de ADME

Os estudos de ADME irdo avaliar cada processo separadamente, permitindo
assim a triagem do grande numero de compostos desenvolvidos para os candidatos
com caracteristicas mais promissoras, fazendo com que o tempo e dinheiro investido
nao sejam desperdicados.

Esses estudos podem ser obtidos através de modelos in silico (avaliacdes
computacionais), que envolvem a modelagem de dados ou de moléculas; ensaios in
vitro ou ainda modelos preditivos que podem combinar diversas informacdes como
log D, solubilidade, permeabilidade, metabolismo pelo CYP, substrato da P-gp para
predizer absorcao oral (WATERBEEMD et al., 2007).

Os ensaios in vitro compreendem desde a determinacdo de propriedades
fisico-quimicas como logP e estabilidade quimica, até determinacdo da
permeabilidade e estabilidade metabdlica (Figura 7). Ainda, por necessitarem de
pequenas quantidades de amostra, ndo sofrerem interferéncia da variabilidade intra-
individuo, e permitir varias andlises simultdaneas (VENKATESH; LIPPER, 2000), eles
se tornam adequados para a investigacao inicial das propriedades farmacocinéticas

dos candidatos.
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Figura 7. Alguns dos estudos in vitro que auxiliam na determinacdo precoce das propriedades

farmacocinéticas

2.9.1 Coeficiente de Particdo

Lipofilicidade é a tendéncia de um composto se particionar em uma matriz
lipidica ndo polar, ao invés de em uma matriz aquosa (DI; KERNS, 2016), ou seja,
indica a uma maior afinidade da molécula por lipideos. A medida da lipofilicidade &
usualmente descrita pelo logaritmo do coeficiente de particao (log P), e este é definido
como a razao entre as concentragcdes de equilibrio de uma substancia dissolvida em
um sistema de duas fases imisciveis (OECD, 1995). Essa particdo é dependente do
estado de ionizacao e, portanto, do pH do meio (CHEN et al., 2006).

E valido ressaltar a diferenca entre LogP e Log D, em que LogP é o logio do
coeficiente de particdo de um composto entre uma fase organica e uma fase aquosa
em um sistema onde o pH ndo é controlado; ja o LogD é logio do coeficiente de
particAo de um composto entre uma fase organica e uma fase aquosa em um pH
especifico, entdo uma fracdo das moléculas pode estar na forma iénica e outra fracédo
na forma neutra (DI; KERNS, 2016).

O log P pode ser estimado por softwares com base na estrutura quimica ou
determinado experimentalmente, sendo o Shake-Flask e o cromatografico os métodos
mais comuns para sua determinagdo (VALKO, 2004; CHEN et al., 2006).

O Shake-flask € indicado para medidas no intervalo de -2 a 5 (OECD, 1995) e
€ um método simples, suficientemente preciso, aplicavel a compostos nao-ionizaveis
e possui relacdo direta ao fenébmeno da particdo. Por outro lado, € um método cujo

procedimento requer maior tempo de execugao, e usualmente emprega grandes
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quantidades de amostra e solvente (WATERBEEMD et al., 2007; TAKACS-NOVAK,
2012).

O método cromatografico é uma técnica de medicao indireta, onde o parametro
medido tem uma relacao linear com o LogP e este € calculado usando equacdes de
calibracdo (TAKACS-NOVAK, 2012). O composto se particiona entre a fase moével e
a fase estacionaria apolar e essa particdo € medida pela retencdo do analito.
Moléculas mais lipofilicas tem maior afinidade pela fase estacionaria, resultando em
tempo de retencdo maior (KERNS, 2001). Sao selecionados compostos com LogP
conhecido como padrdes, para a partir do tempo de retencéo destes determinar o fator
de capacidade (k) e construir a curva de Log k versus LogP, possibilitando o calculo
do LogP dos compostos teste. E indicado para medidas no intervalo de 0 a 6, é rapido
e permite a determinacgéo de varios compostos em um Unico experimento.

Propriedades fisico-quimicas, metabdlicas e de toxicidade sdo afetadas pela
lipofilicidade. Por exemplo, um aumento na lipofilicidade diminui a solubilidade na
agua, aumenta a permeabilidade por transporte passivo, pode levar a maior ligacéo a
proteinas plasmaticas, o que diminui a distribuicdo tissular, causa bioacumulo e
aumenta o metabolismo pelo CYP450 (DI; KERNS, 2016; KERNS, 2011). Essa
influéncia do LogP na disposicdo de um farmaco no organismo apdés sua
administracdo enteral é tdo significativa que quando Lipinski propds a “regra dos 5
uma das caracteristicas apontadas para a perspectiva favoravel de absor¢céo oral é
LogP inferior a 5, e até hoje, 90% dos farmacos no mercado apresentam LogP entre
0 e 5 (TAKACS-NOVAK, 2012).

Um LogP positivo significa que ha mais moléculas no octanol do que na agua,
indicando a lipofilicidade da molécula, j& um valor negativo indica a hidrofilicidade,
portanto, compostos hidrofilicos apresentam LogP menor que 0, com lipofilicidade
moderada entre 0 e 3 e altamente lipofilicos acima de 5, estes Ultimos sdo mais
propensos a um clearance (Cl) hepatico aumentado além de absorcdo oral erratica
(TSAIOUN; KATES, 2011). Assim, um composto ideal apresentaria boa solubilidade
em agua, mas também uma certa lipofilicidade, o que permitiria a sua passagem tanto

por ambientes aquosos, quanto lipidicos.
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2.9.2 Estabilidade quimica

A avaliacdo da estabilidade quimica é um ensaio antigo, utilizado a mais de 100
anos e possui um papel critico em selecionar os melhores candidatos dentre inUmeras
moléculas produzidas, uma vez que a instabilidade reduz a quantidade de farmaco
entregue ao alvo terapéutico, além de que os produtos formados podem causar efeitos
toxicos. Assim, os resultados dos testes com compostos em diferentes situacdes
infformam o grupo de pesquisa desenvolvedor que podem ser necessarias
modificacdes para aumento da estabilidade, ajuda a determinar a capacidade de
desenvolvimento do composto além de fornecer informacdes que guiem nas
estratégias de estabilizacdo. A descoberta tardia da instabilidade atrasa a introducao
do produto, sendo, portanto, importante determinar a existéncia da instabilidade o
mais precocemente possivel (CHEN et al., 2006; KERNS; DI, 2007; DI; KERNS, 2009).

Os fatores que determinam a estabilidade de um composto incluem fatores
intrinsecos, como a estrutura molecular e fatores ambientais, como temperatura, pH,
forca ibnica, luz, oxigénio, dentre outros (YOSHIOKA; STELLA, 2002)

Os estudos de estabilidade podem ser realizados tanto na fase de descoberta,
quanto na fase de desenvolvimento de um farmaco, com algumas diferencas de foco,
por exemplo, na descoberta, é interessante avaliar a estabilidade do insumo
farmacéutico ativo sozinho, principalmente em solugdo e por um curto periodo de
tempo como horas ou dias, ja no desenvolvimento, tanto a estabilidade do insumo,
guanto da formulacéo séo avaliadas, principalmente na forma sélida e por um longo
periodo de tempo como meses ou anos (DI; KERNS, 2009).

Assim, as aplicagcbes do estudo de estabilidade no descobrimento sao
determinar os compostos mais promissores, guiar modificacdes estruturais e até
auxiliar na elucidacdo do mecanismo de agéo, enquanto no desenvolvimento esses
estudos permitem verificar a compatibilidade do excipiente e predizer a vida de
prateleira (DI; KERNS, 2009).

Um dos métodos de avaliacio mede a concentracdo do composto em
diferentes tempos, durante a incubagdo em determinada condicdo e auxiliam na
comparacao da estabilidade entre analogos, assim como na selecdo dos compostos
e determinacao da cinética de decomposicao (KERNS; DI, 2007).

A estabilidade em tampdes de diferentes pHs € relevante na escolha dos

melhores candidatos, uma vez que para a maioria das moléculas, ha pretensao de
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administracéo oral e o pH do trato gastrointestinal varia de um pH acido no estémago
(pH 1,2) para um pH béasico no intestino (pH 8), portanto, uma instabilidade nesse
intervalo de pH pode prejudicar a sua biodisponibilidade oral, além do pH 7,4,
correspondente aos fluidos corporais e tampdes neutros. Assim, a determinacéo da
estabilidade de compostos nessa faixa de pH € comumente usada nos estagios iniciais
de descobrimento por cobrir os pHs das principais situacées que os farmacos serao
submetidos no organismo (KERNS; DI, 2007; DI; KERNS, 2009).

2.9.3 Estabilidade ex vivo

A estabilidade ex vivo € uma avaliacdo da estabilidade dos compostos em
material biol6égico no ambiente externo ao modelo animal. Ou seja, € uma avaliacao
da estabilidade em plasma, sangue, urina, ou qualquer material biol6gico em situacéo
de bancada. Para tal, faz-se a coleta do material bioldgico do modelo animal e
adiciona-se quantidades conhecidas do composto para avaliacdo periddica de sua
permanéncia.

A avaliagcdo da estabilidade ex vivo se torna crucial, ao considerarmos que,
independente da forma de administracdo, a maioria dos farmacos seréa distribuido até
o alvo através do sistema circulatério. O plasma sanguineo contém hidrolases que
podem agir sobre os compostos, levando a degradacao antes de atingir o sitio alvo,
caracterizando um perfil farmacocinético inadequado. Outro aspecto relevante acerca
da estabilidade ex vivo é a dificuldade analitica para a realizagdo dos estudos em
farmacocinética pois a degradacdo do composto continua mesmo apés a coleta da
amostra. Essa instabilidade, entretanto, pode ser utilizada como estratégia em proé-
farmacos (Dl et al., 2005; DI; KERNS, 2016).

O plasma contém varias enzimas hidroliticas, como colinesterase, aldolase,
lipase, fosfatase, dentre outras. A concentracdo de cada uma delas se diferencia
dependendo da espécie, género, idade, raca e estado da doenca. Os grupos
funcionais mais susceptiveis a acdo das enzimas sao ésteres, amida, carbamato,
sulfonamida e lactona (HARTMAN, 2002; DI; KERNS, 2016).

A albumina sérica possui atividade para alguns compostos como a aspirina e
ésteres do &cido nicotinico. Sua atividade se apresenta inclusive em condi¢cdes nao
favoraveis a outras esterases tipicas, porém seu turnover nao é tdo alto quanto das

outras, o0 que a classifica como uma proteina com atividade semelhante a esterase, e
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nao como uma esterase (HARTMAN, 2002).

E necessaria grande atencdo no quesito estabilidade, uma vez que durante os
testes iniciais, também séo realizados testes de estabilidade em microssoma, porém
as enzimas microssomais sao diferentes das plasméticas e estabilidade frente
microssomas nao implica estabilidade plasméatica. Para alguns compostos a taxa de
degradacédo por proteinas plasmaticas € tdo grande, que resulta em alto clearance,
curta meia-vida e baixa area sob a curva, resultando em fraco desempenho in vivo (DI
et al., 2005; DI; KERNS, 2016).

A determinacdo precoce da estabilidade plasmatica permite a priorizacdo de
compostos para estudos in vivo, além de expor os compostos que precisem de

modificacdes estruturais.

2.9.4 Permeabilidade

A via de administracao oral, por ser menos invasiva, mais simples e de melhor
adesdo é a principal via almejada durante o desenvolvimento de novos farmacos,
sendo necessaria a avaliacdo precoce da absorcédo dos novos candidatos a farmaco.

A absorcao de substancias ocorre principalmente no intestino delgado, sendo
0s enterdcitos as células mais comuns e responsaveis pela maior parte da absorcao
de nutrientes e farmacos. Sao células polarizadas que possuem membrana apical e
basolateral separadas por juncdes intercelulares (BALIMANE; CHONG, 2005).

O transporte de substancias pela membrana intestinal € um processo complexo
e dinamico e existem diferentes tipos de transporte. O principal mecanismo € a difusao
passiva, que se da por gradiente de concentracdo, e pode ocorrer entre as juncées
celulares (transporte paracelular) ou pelo citoplasma (transporte transcelular). O
transporte paracelular € mais comum para moléculas mais hidrofilicas, enquanto o
transcelular € mais comum para moléculas lipofilicas. Outras substancias, como
aminodacidos sao transportados a partir de transportadores especificos, que requerem
gasto de energia (transporte ativo) e ainda ha um mecanismo que faz com que
algumas moléculas que entram no citoplasma sejam transportadas de volta ao limen
intestinal, sendo a glicoproteina P responsavel por esse efluxo (LI, 2001).

Considerando os varios tipos de transporte, a estimativa da absor¢do com base
apenas em propriedades fisico-quimicas, como lipofilicidade, solubilidade e pKa, pode

ser significativamente distante da realidade e a realizagdo dos estudos de
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permeabilidade em modelos in vitro da mucosa intestinal permite boa predicdo da
absorcéo in vivo. Alguns desses modelos sdo PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeation Assay), MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), Camara de Ussing e Caco-
2.

O modelo PAMPA consiste em um filtro hidrofébico onde é aplicado um lipidio
(lecitina de ovo ou outro fosfolipidio) e um solvente organico inerte, esse sistema com
membrana forma 2 compartimentos, onde em um destes sera colocado o composto
teste e no outro um tampé&o aquoso, permitindo a avaliacdo da migragédo do composto
através da concentracdo no compartimento receptor. Esse método € capaz de
mimetizar o epitélio intestinal apenas em relacdo a absorcdo passiva e paracelular,
subestimando a absor¢cdo de compostos que sofrem transporte ativo (KANSY et
al.,1998).

As células MDCK se diferenciam em células epiteliais colunares e formam
juncdes intercelulares, porém séo derivadas do figado de cées e, portanto, ha uma
grande chance de que os transportadores expressos sejam diferentes dos expressos
em humanos. Seu tempo de cultivo é curto (apenas 3 dias), porém ainda s&o
necessarios mais estudos para confirmar a correlacdo da permeabilidade com a
absorcdo em humanos (BALIMANE; CHONG, 2005).

A camara de Ussing consiste em uma técnica que emprega uma camara de
difusé@o horizontal, em que o tecido intestinal da espécie a ser estudada (rato, coelho,
cachorro, macaco e até mesmo humano) é disposto entre camaras e mantido em meio
liquido. Essa técnica, por utilizar o tecido, permite uma melhor representacdo da
morfologia in vivo, possibilitando a avaliacdo dos varios processos envolvidos. Porém
nao é possivel a andlise de varios compostos de uma Unica vez, além de que o tecido
se mantém viavel por apenas 2 horas, tempo que pode nao ser suficiente para avaliar
a permeabilidade de alguns compostos (SJOBERG et al., 2013; WESTERHOUT et
al., 2015).

O modelo in vitro mais bem estabelecido utiliza células Caco-2, que sdo células
imortalizadas de adenocarcinoma colo retal humano que se diferenciam em
enterdcitos quando cultivadas. Elas formam uma monocamada (Figura 8), apresentam
morfologia polarizada (polo apical com microvilosidades e polo basolateral), juncdes
celulares e expressam transportadores e enzimas, possuindo varias similaridades
funcionais e fisiologicas aos enterocitos normais (ARTURSSON; KARLSSON, 1991,
SAMBUY et al., 2005).
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Figura 8. Esquema de diferenciacao das células Caco-2 em enterécitos. Fonte: LEA, 2015.

A integridade e maturidade da monocamada pode ser avaliada através da
medicdo da resisténcia elétrica trans epitelial (TEER — trans epithelial electrical
resistance), que é feita utilizando um voltimetro cujos eletrodos ficam nas camaras
apical e basolateral do inserto (SHAH et al.,, 2006). A TEER costuma aumentar
conforme o tempo de cultura, atingindo o maximo aproximadamente no 15° dia, porém
a expressao dos transportadores sé ocorre proximo ao 21° dia (ANDERLE et al., 1998;
SOUZA et al., 2003; BRAVO et al., 2004). Os valores da TEER dependem da area
dos insertos, do numero de células semeada, das condi¢des de cultura e do nimero
de passagem, havendo relatos de valores de 150 a 1600 Q/cm?, bem superiores aos
valores do ileo humano, que variam entre 40-50 Q/cm? (SOUZA et al., 2003; LEGEN
et al., 2005).

Farmacos que apresentam alta permeabilidade sdo rdpida e completamente
absorvidos através das vilosidades, ja farmacos de baixa permeabilidade acabam
ficando mais tempo no lumen intestinal antes de serem absorvidos, e podem, portanto,
se difundir mais abaixo das vilosidades, o que ndo s6 aumenta a superficie de
absorcdo, mas também permite que uma fracdo da absorcdo ocorra através da via
paracelular na regido da cripta. Assim, a superficie de absor¢ao no jejuno humano se
estenderia até a area da cripta, enquanto na monocamada de Caco-2, ela se restringe
apenas a monocamada, fazendo com que farmacos de baixa permeabilidade
apresentem maior permeacéo in vivo do que na cultura celular (SHAH et al., 2006).

Outros fatores que podem reduzir a permeabilidade de farmacos nas células
Caco-2 quando comparado ao epitélio intestinal sédo a auséncia de fluxo sanguineo
sistémico, de células caliciformes e a mobilidade reduzida (SHAH et al., 2006).

Apesar de suas limitagdes, o ensaio utilizando células Caco-2 possui alta
correlagdo com absorcéao in vivo (YEE, 1997; BIGANZOLI et al., 1999; YANG et al.,
2017), sendo aceito e indicado pelo FDA para predicao desta (LE FERREC et al.,
2001).
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2.9.5 Estabilidade Metabolica

Apos a absorcéo oral, o farmaco é transportado até o figado, onde é submetido
ao metabolismo hepético, seguido da eliminacdo pela bile ou pelos rins. O objetivo
do metabolismo é eliminar os xenobidticos do corpo, e para isso, os metabdlitos
tendem a ser mais polares e sollveis que o farmaco inicial, facilitando a eliminacgéao.
Para tornar os metabdlitos mais polares, os compostos podem passar por duas fases
de metabolizacdo, sendo as reacdes de fase | e as reac0es de fase Il. Na fase | as
moléculas sofrem processos oxidativos e redutores por enzimas do citocromo P450,
sendo CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 as principais enzimas
envolvidas na metabolizacdo. Na fase Il ocorre a conjugacao e a hidrolise de grupos
polares (glicose, sulfato, metionina, cisteina ou glutationa) diretamente no farmaco ou
em um produto da reacao de fase |, sendo a UDP-glicuronil transferase (UDPGT) e a
glutationa-S-transferase (GST) as principais enzimas envolvida nessas reacoes (LI,
2001; WHITE, 2001; TANIGUCHI; GUENGERICH, 2009; DA COSTA NUNES, 2015).

O metabolismo de farmacos é determinante para varias propriedades, como
interacdo entre farmacos (a coadministracdo pode interferir no metabolismo de um
dos farmacos), toxicidade (um composto pode se tornar mais ou menos téxico a partir
do metabolismo) (WHITE, 2001; TANIGUCHI; GUENGERICH, 2009) e estabilidade
metabdlica, que sera o foco deste topico.

A estabilidade metabdlica é definida como a susceptibilidade do composto
passar por biotransformacdo (DA COSTA NUNES, 2015) entdo, compostos que sejam
rapidamente metabolizados, ou seja, possuem baixa estabilidade metabdlica, irdo
requerer multiplas doses diarias para manutencdo dos niveis plasmaticos na faixa
adequada. Ja compostos com alta estabilidade metabdlica, que nédo sdo prontamente
metabolizados e eliminados podem ter uma longa meia-vida, o que influencia na
seguranca destes (LI, 2001).

A taxa de metabolismo permite a determinacdo da biodisponibilidade,
clearance, meia-vida de um composto e, juntos, esses parametros irdo definir a dose
e frequéncia de administragéo (SINZ, 2011). Assim, ensaios in vitro para determinagéo
da estabilidade metabdlica de novos compostos sdo empregados durante o processo
de seu desenvolvimento. Os ensaios podem ser realizados com porc¢des de tecido
hepatico, hepatocitos (em suspensdo ou plaqueaveis), fracdo S9 e microssomas
(COE; KOUDRIAKOVA, 2014).
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Porcdes de tecido hepatico representam o maior nivel de integridade estrutural,
pois contém todos os tipos celulares e ligagdes celulares. Elas mantém a funcao
metabdlica por até 96 horas se em condi¢cbes apropriadas de cultura e as conexdes
intercelulares entre diferentes tipos celulares promovem um alto nivel de comunicagéo
e funcdo celular. Uma de suas vantagens é a habilidade de reproduzir processos
metabdlicos complexos, onde mais de uma reacdo ocorre na molécula (fase | seguida
de fase Il), porém eles ndo permitem a criopreservacao e 0os experimentos devem ser
realizados em 6rgéos recém isolados e fatiados, o que torna dificil o seu uso rotineiro,
principalmente quando se pretendem utilizar outras espécies além de ratos (FASINU
et al.,, 2012; COE; KOUDRIAKOVA, 2014).

Os hepatdcitos podem ser utilizados em suspensdo ou em cultura. Quando em
suspensao eles representam uma unidade completamente funcional, contendo
concentracfes normais de enzimas e cofatores, com a habilidade de realizar reacoes
metabdlicas complexas e de varios passos, porém por ndo estarem ligados a uma
matriz extracelular a viabilidade das células comeca a declinar por voltar de 2 a 3
horas, limitando a extensdo da incubacdo. Hepat6citos em cultura conseguem
sobreviver por dias ou até mesmo semanas devido ao ambiente artificial criado na
cultura celular, eles sédo utilizados mais para avaliacdo de inducdo enzimatica ou
interacbes entre farmacos. Entretanto, mesmo em cultura, eles comecam a se
diferenciar e as propriedades fenotipicas das células podem mudar. O fato de
depender de tecido hepatico fresco também impossibilita a repeticdo dos estudos com
o mesmo doador (COE; KOUDRIAKOVA, 2014).

As fracdes subcelulares sdo obtidas apds varias centrifugacfes do figado e
podem ser armazenadas a -80°C por varios anos. O modelo mais popular e mais
usado para avalicdo do metabolismo de farmacos sédo os microssomas, uma fracao
subcelular ativa metabolicamente do reticulo endoplasmatico que existe originalmente
em vesiculas. Eles sao utilizados para avaliagdo da agéo das enzimas de fase | sobre
0S compostos, uma vez que expressam em abundéancia as enzimas do CYP450 e
UDP-glucuronosiltransferases (UGT) (FASINU et al., 2012). Os microssomas sao o
modelo de escolha devido a ser um sistema de baixo custo, robusto, de facil uso para
analises high throughput, pouca variacdo entre lotes devido a origem de multiplos
doadores e ampla disponibilidade de fornecedores comercialmente conceituados
(COE; KOUDRIAKOVA, 2014).
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O ensaio com microssomas necessita da adicdo de cofatores, podendo ser
NADPH (Fosfato de dinucleétideo de nicotinamida e adenina) ou sistema regenerador
de NADPH (SRN) para fornecer a energia que suporta o ciclo catalitico das enzimas.
Um fator importante a se considerar ao utilizar os microssomas € que o contato direto
e disponibilidade do composto e seus metabdlitos as enzimas nao refletem a situacéo
in vivo, além de que é preciso conhecimento da fracdo de farmaco que se liga as
proteinas (FASINU et al., 2012), uma vez que apenas a fracao livre estara disponivel
para metabolizacdo e a n&o consideracdo desse fator pode superestimar a
instabilidade dos compostos expostos aos sistemas enzimaticos.

Os estudos in vitro das propriedades fisico quimicas e propriedades ADME
permitem a obtencdo de informacdes que auxiliam na predicdo de processos que
ocorrerao nos estudos in vivo. No entanto conhecer as limitagdes desses estudos in
vitro e considerar a sua menor complexidade quando comparados aos modelos in vivo
é fundamental para que realmente estas informacdes obtidas sejam Uteis no
planejamento de estudos futuros e na interpretacdo dos resultados obtidos nos

modelos in vivo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Realizar estudos in vitro das propriedades fisico quimicas e ADME dos
compostos |, II, Ill e IV com potencial atividade antimicobacteriana para, com
base nas informacbes obtidas, selecionar 0s mais promissores para a

conducdo dos estudos de farmacocinética.

3.2 Objetivos Especificos
e Desenvolver os métodos analiticos e bioanaliticos para quantificacdo dos
compostos |, II, lll e IV através da cromatografia liquida de ultra eficiéncia

(UHPLC) acoplado ao detector UV-visivel,
e Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos compostos |, II, lll e IV.

e Avaliar a permeabilidade dos compostos I, II, lll e IV através da utilizacdo de
células Caco-2;
e Avaliar a estabilidade metabdlica dos compostos |, I, Il e IV em meio

microssomal hepatico de ratos e de humanos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Determinagdo da absortividade dos compostos I, I, lll e IV por
andlise espectrofotométrica

A determinacado da absortividade foi realizada para auxiliar no desenvolvimento
do método analitico e bioanalitico dos compostos testes. Solu¢des a 100 pg/mL em
metanol dos quatro compostos foram preparadas para a realizacdo da varredura. A
determinacdo da absortividade foi realizada com leitor de placa Power Wave HT —
Biotek®.

4.2 Desenvolvimento e validacdo dos métodos analitico e bioanalitico
para a determinacdo dos compostos |, II, lll e IVem UHPLC
O desenvolvimento e validacdo dos métodos foi baseado nos guias da ANVISA

(RDC 27/2012 para métodos analiticos e 166/2017 para métodos bioanaliticos).

4.2.1 Limites de Confianca

Para que o método analitico ou bioanalitico possa ser utilizado nos estudos, &

preciso que ele cumpra alguns requisitos, sendo eles:

Seletividade

A seletividade é a capacidade do método de identificar o analito em questéo,
diferenciando-o de outros compostos que possam estar presentes, como produtos de
degradacéao, impurezas e componentes da matriz. Para sua determinacdo, a matriz
pura foi analisada e comparada a matriz adicionada de composto e padrao interno. A
nao existéncia de picos interferentes nos tempos de retencdo dos compostos e do

padrao interno indicam a seletividade do método.

Linearidade

A linearidade do método é definida como sua capacidade de obtencédo de
respostas proporcionais a concentracdo do analito. Sua determinacéo é realizada a
partir da construcéo de curva de calibracdo, em triplicata e com no minimo cinco
pontos para meétodos analiticos e no minimo seis pontos para métodos bioanaliticos.
As curvas de calibracdo foram construidas projetando-se no eixo das ordenadas a
razao entre a area de cada composto e a area do Pl (areas obtidas através da média

das replicatas injetadas) e no eixo das abcissas as concentra¢cées nominais de cada
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composto (ng/mL). Para aceitacdo da curva o coeficiente de correlacéo (r) deve ser
maior que 0,99 para métodos analiticos e maior que 0,98 para métodos bioanaliticos
(RDC 166/2017 e 27/2012).

Preciséo e Exatidao

A precisdo de um método avalia a proximidade entre as medidas obtidas,
demonstrando a reprodutibilidade deste. A exatidao avalia a proximidade das medidas
obtidas, quando comparadas com o valor nominal da amostra. A avalicdo da preciséo
e da exatidao foi realizada intracorrida, em triplicata para todos os pontos das curvas.
Segundo a RDC 166/2017 para métodos analiticos os critérios de aceitacdo devem
ser definidos e justificados de acordo com alguns aspectos, dentre eles o objetivo do
método e a variabilidade intrinseca deste. A RDC 27/2012 preconiza varia¢ao igual

ou menor que 15% nos valores de precisdo e exatidao para aceitacdo do método.

Limite Inferior de Quantificacéo

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) € a menor concentracdo do analito que
pode ser quantificada com preciséo e exatiddo adequadas. Ele deve apresentar uma
resposta no minimo cinco vezes superior a qualquer ruido da amostra branco no
tempo de retencdo do farmaco, deve ser expresso por no minimo cinco replicatas, e

pode apresentar valores de precisao de 80-120% e exatidao de 0-20%.

4.2.2 Sistema cromatografico

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia UPLC H-
Class®, Waters equipado com detector UV-Visivel em 230 nm para I, Il, lll e IV,
utilizando coluna HSS C18 SB 1.8 ym 2.1 x 100 mm Waters® com coluna de guarda
HSS C18 SB 1.8 ym 2.1 x 5 mm Waters®, que foi mantida a 30°C.

A fase movel foi composta de metanol e agua (40:60, v/v), modo isocratico, com
vazéo de 0,4 ml/min, volume de injecéo de 2 ul, tempo de corrida de 5 minutos e as

amostras mantidas a 10°C.

4.2.3 Método analitico

Uma solucéo concentrada (100 pg/mL) dos compostos foi diluida em metanol

para a construcdo das curvas, que para os compostos |, Il e IV compreenderam 0s
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pontos 0,078; 0,156; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 pug/mL, ja para o composto lll,
por este apresentar resposta menor, néo foi possivel quantificar a concentracao mais

baixa e o intervalo foi de 0,156 a 10 ug/mL.

4.2.4 Método bioanalitico

Os microssomas e o plasma sdo amostras biolégicas e possuem proteinas,
sendo necesséria a realizacdo de procedimentos de extracdo do analito de interesse
da amostra biologica para analise por UHPLC. Por esta razdo, para a realizacdo dos
estudos de estabilidade ex vivo (em plasma) e estabilidade metabdlica, foram
desenvolvidos e validados os métodos bioanaliticos.

4.2.4.1 Microssoma de rato e humano

Para a construcdo das curvas de calibracdo, o microssoma branco na
concentragdo de 0,5 mg/mL de proteina, foi adicionado o farmaco e foram realizadas
diluicbes seriadas dos compostos, originando os niveis de concentracdo de 0,156;
0,3125; 0,625; 1,25; 2,5 e 5 pg/mL. Benzocaina (50 pg/mL) foi empregada como
padrao interno (PI), evitando desvio de resultados em decorréncia de perdas durante
0 processamento ou por alteracdes no processo de andlise. A cada amostra de
microssoma (100 pL) foram adicionados 100 pL de Pl em metanol mantido a 4°C para
precipitacdo das proteinas, em seguida a mistura foi homogeinizada em vértex por 1
minuto e centrifugadas a 10000 x g por 15 minutos. 100 pL do sobrenadante foram

filtrados em filtro PTFE 0,22uM e acondicionados em vials Max Recovery para analise.

4.2.4.2 Plasma de rato

As curvas de calibragéo foram construidas apds a adigdo de compostos plasma
branco. DiluigBes seriadas foram realizadas, originando os niveis de concentracdo de
1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 30 pg/mL para os compostos | e 1V; 1,25; 2,5; 5; 10; 15 e 20
pg/mL para o composto Il e 5; 10; 15; 20; 25 e 30 pg/mL para o composto lll. A cada
amostra de plasma (100 pL) foram adicionados 200 puL de Pl em metanol mantido a
4°C para precipitacdo das proteinas, em seguida a mistura foi homogeinizada em
vortex por 1 minuto e centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos. 200 pL do

sobrenadante foram filtrados em filtro PTFE 0,22uM e acondicionados em vials Max



49

Recovery para andlise.

4.3 Determinagdo do Log P dos compostos I, II, lll e IV.

4.3.1 Determinacgéo in silico

A determinacédo do LogP in silico dos compostos foi feita em dois softwares,
sendo ChemDraw® 12.0 e Marvin Sketch® 16.7.18.

4.3.2 Método Cromatografico

A determinacédo do LogP pelo método cromatografico consiste na construcéo
de uma curva de calibracdo do LogP de alguns padrdes versus o Log k destes,
originando uma equacao que permite o calculo para os compostos teste. O ensaio e
0s padroes foram determinados com base no Guideline 117 da OECD/2004
(Organization for Economic Co-operation and Development).

O método cromatografico foi realizado em UHPLC Acquity H-Class®, Waters
com detector UV-Vis, sendo a separacao realizada em coluna BEH C18 2,1x50mm,
1,7um com coluna de guarda BEH C18 2,1x5 mm, 1,7 ym, mantida a 30° C. A fase
movel foi composta de metanol:acido formico 0,1% (70:30) e vazéo de 0,4 mL/min. Os
compostos foram solubilizados em metanol ou acetonitrila e entdo diluidos para
concentracbes de 50 pg/mL, o comprimento de onda utilizado variou conforme o
melhor comprimento de onda de cada composto analisado.

Tabela 1. Substancias utilizadas para a determinacéo do Log P.

Substéncia  LogP

Isoniazida -0,8
Benzonidazol 0,77
Acetanilida 1
Acido Benzbico 1,9
GQ19 1,87
Probenecida 2,3
Diazepam 2,7
Timol 3,3
Naftaleno 3,6
GQ177 3,5
Fenantreno 45
GQ11 5,11

DDT 6,2
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Para obtencé&o do fator de capacidade (k) a equacao abaixo € utilizada:
tr — to
to

k =

Onde tré o tempo de retencdo do composto e to 0 tempo morto, que é definido

como o tempo de um composto nao retido na coluna.

Assim, utilizando o tempo de retencéo obtido pelo método cromatografico, o
log k das substéncias testes e dos padrdes foi determinado e interpolado na curva
de linearidade de log k versus log P, possibilitando a obtencédo do log P de cada
candidato a farmaco (OECD, 1995).

4.4 Ensaio de estabilidade quimica dos I, II, lll e IV nos pHs 1,2, 9,0 e
tampé&o Hanks

Devido a intencdo da administracdo oral dos compostos testes, é necessaria
a determinacado da sua estabilidade quimica nos pHs 1,2, correspondente ao pH do
suco gastrico (1,5 a 2) e pH 8,8, correspondente ao pH do intestino delgado (8,0 a
9,0).

O tampéao Clark-Lubs (pH 1,2) foi preparado com uma solucéao de cloreto de
potassio a 0,2 M seguido da adicdo de acido cloridrico 0,2 M até que a solucéo
atingisse pH de 1,2. Para a estabilidade em meio bésico, foi utilizado o tampéao Tris,
que foi preparado a partir da dissolucao de Tris em agua e ajuste de pH com solucéo
de hidréxido de sodio a 2 M, resultando em pH 8,8.

Devido ao ensaio da Caco-2 empregar o tampao Hank’s, foi necessaria a
determinacdo da estabilidade neste, sendo sua preparacao realizada a partir da
dissolucdo do sal em agua MiliQ®, adicdo de bicarbonato de sédio e ajuste do pH
com &cido cloridrico 1 N até obtencéo do pH 7,4.

Foram utilizadas os Controles de Qualidade Baixo e Alto (CQB e CQA) de
cada composto (CQB = 0,156 pg/mL e CQA=8 pg/mL para l, lle IV e CQB =0,3125
pHg/mL e CQA=8 pg/mL para lll), as solugdes foram mantidas em incubadora, com
agitacdo constante de 100 rpm e temperatura de 37 + 2°C, sendo as coletas em
triplicatas nos tempos de 0; 5’; 15’; 30’; 45’; 60’; 90°, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h e 24h.
As amostras foram analisadas logo ap6s a coleta pelo método cromatografico
previamente desenvolvido.

A &rea nos tempos de coleta foi comparada com a area inicial, ou seja, obtida

no tempo zero, e foi realizado teste Friedman (ndo paramétrico para medidas
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repetidas) com pos teste de Dunn’s com nivel de significancia de 0,05 para verificar

a estabilidade dos compostos.

4.5 Avaliacdo da permeabilidade dos compostos I, Il, lll e IV através da
utilizacao de células Caco-2

45.1 Culturade células Caco-2

A linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano, Caco-2 (ATCC®
HTB-37™) foi cultivada sob condi¢cdes padronizadas de cultivo celular (37°C, 5% de
CO2 e 95% de umidade). O meio de cultura celular utilizado foi o Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) com 4,5 g/l de D-glicose (Sigma-Aldrich®), suplementado
com 20% soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e acrescido de 1% de aminoacidos néo
essenciais, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 25 upg/mL de
anfotericina B. As células foram inicialmente cultivadas em garrafas de 25 cm? e ao
atingirem confluéncia adequada, foram transferidas para garrafas de 75 cm? a partir
da adicdo de tripsina 025% / EDTA 24 mM (Gibco®).

4.5.2 Ensaio de citotoxicidade pelo teste daResazurina

Muitos ensaios de citotoxicidade envolvem a utilizagdo de compostos
radioativos ou toxicos as células, por isso, desde a proposicdo do uso do Alamar Blue
para verificar viabilidade celular em 1993 por Fields e Lancaster, esse ensaio passou
a ser amplamente utilizado, uma vez que o reagente é estavel, solivel em agua, é
minimamente toxico, permitindo inclusive o monitoramento continuo das células,
tornando o procedimento mais simples e aplicavel. O Alamar Blue utiliza a resazurina
como indicador redox do crescimento celular, permitindo verificar a viabilidade
celular. A resazurina € a forma oxidada e apresenta coloracdo azul escura, que emite
pouca fluorescéncia, ja sua forma reduzida (resorufina), possui coloracao rosa forte
que é altamente fluorescente. A reducéo de resazurina a resorufina se da por acéao
de enzimas mitocondriais, ou seja, a presenca de células viaveis é essencial para
esta reducdo. Portanto, ap0s a adicdo da resazurina e tempo de incubacédo, a
permanéncia da coloracao azulada indica morte celular (ndo ha células viaveis), ja a
coloracao rosa indica presenca de células viaveis (AHMED et al., 1994; NAKAYAMA
et al., 1997; O'BRIEN et al., 2000; AL-NASIRY et al., 2007; BONNIER et al., 2015).
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O teste consiste em 3 etapas, sendo a primeira a semeadura das células nas
placas de 96 pocos, a segunda consiste na adicdo dos compostos testes e a terceira
etapa se da pela adicao e leitura da resazurina.

1° Dia: Semeadura das células

Ap6és a cultura de células atingir confluéncia, foi retirado o meio das garrafas,
realizada a lavagem com PBS, retirando assim as células mortas, adicionando 4 mL
de tripsina e incubando por 5 minutos, permitindo que as células se soltem da garrafa.
Em seguida a tripsina foi inativada com volume igual de meio de cultivo (DMEM) e
recolhido em tubo falcon® para centrifugacéo. Apds centrifugacdo por 5 minutos a
1500 rpm, o sobrenadante foi vertido em descarte, restando apenas o pellet de
células, quando foram adicionados 6 mL de meio e realizada a ressuspenséo do
pellet por agitacdo manual e mecanica. Seguiu-se entdo a contagem das células em
Camara de Neubauer. ApO6s a contagem, foram realizados os calculos para
determinar o volume de célula e de meio a serem utilizados, sabendo que uma placa
de 96 pocos requer 150x10* células e 20 mL de meio. O meio e as células foram
adicionados em um reservatorio, homogeneizados e transferidos com uma pipeta
multicanal para a placa, sendo incubada por 24h.

2° Dia: Adigéo dos compostos testes

Inicialmente foram realizadas as diluicdes dos compostos testes. Foi pesada
a quantidade necessaria para que a solucdo mae estivesse na concentracao de 50
mM ap0s diluicdo em dimetilsulféxido (DMSO). Em uma placa de 96 pocos sem
presenca de células, denominada placa espelho, foram adicionados 245 pL de meio
e 5 uL da solucdo mae de cada composto no primeiro poco de cada coluna, sendo
nas fileiras seguintes adicionados 110 pl do meio e prosseguiu-se a diluicdo seriada

com pipeta multicanal, ficando a placa disposta da seguinte maneira:
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Figura 9. Disposicao dos compostos e controles na placa espelho
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A placa com células teve o meio retirado e 100 yL de meio novo foram
adicionados em todos 0s pocos, exceto na coluna 11, correspondente ao Controle
Positivo, em seguida, foram adicionados 100 pL da placa espelho, para cada poco
correspondente desta placa, fazendo com que as concentracdes caiam pela metade,

ficando com a seguinte disposicao:
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Figura 10. Disposicao dos compostos e controles na placa com células
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O Controle Positivo foi preparado com meio de cultura e DMSO (1:1, viv), e
adicionados 200 ul em cada poco de sua fileira correspondente. O Controle Veiculo

continha a mesma quantidade de DMSO presente nos po¢os com farmacos, uma vez
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que foram adicionados 5 pL de DMSO em 245 pyL de meio e procedido diluicdo
seriada. O Controle Negativo continha apenas células e meio de cultura. Com a placa
completa, as células foram incubadas por mais 24h.

3?2 Dia: Adigao da resazurina e revelagao

No dia seguinte da adicdo dos farmacos, o meio foi retirado e 50 pL de
resazurina foram adicionados, assim a concentracéo final desta foi de 0,1%, em cada
poco. As placas foram incubadas novamente até que ocorresse a mudanca de cor
da resazurina, indicando que houve metabolizacdo desta pelos compostos. Essa
revelacdo tem duracdo variavel, sendo de aproximadamente 2 horas e meia para a
Caco-2.

O Controle Veiculo possibilita verificar a influéncia do DMSO na mortalidade
celular. O Controle Positivo deve provocar a morte celular, sendo utilizado DMSO a
50%, ja o Controle Negativo possibilita verificar o crescimento celular sem
interferentes.

A leitura das placas foi feita em leitor de fluorescéncia Synergy H1 (BioTek®)
com filtros de excitacdo e emissao nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm,
respectivamente.

Como o controle veiculo possui a mesma concentracdo de DMSO ao utilizado
nos farmacos, ele foi considerado como 100% quanto a viabilidade celular, sendo
assim o valor de cada poco foi comparado a ele para determinar a porcentagem de
viabilidade celular.

O teste estatistico empregado na comparacao foi ANOVA One-Way com pos

teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05.

45.3 Ensaios de permeabilidade in vitro

A linhagem celular Caco-2, ap0s atingir confluéncia adequada foi transferida
para insertos adaptados as placas de 12 cavidades ThinCerts™ (Greiner Bio-One -
area de 0,6 cm?, com poro de 0,4 um) sendo seu crescimento necessario por 21 dias
para atingir confluéncia e diferenciacédo até a densidade de 5 x 10* células/ cm?. Apds
esses 21 dias de diferenciacdo, a integridade da monocamada foi avaliada através
da mensuracgédo da TEER utilizando um voltimetro epitelial EVOM2® (World Precision
Instruments, Sarasota, FL). Apenas as monocamadas que apresentaram TEER

acima de 300 Q/cm? foram utilizadas nos ensaios.
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Os controles utilizados no experimento foram verapamil e fluoresceina, sendo
controle de alta permeabilidade e baixa permeabilidade, respectivamente. Foram
preparadas solucdes dos compostos teste e controles em tampao Hank’s, para
concentracgéo final de 100 uM e 40 pM, respectivamente.

Antes do experimento, o meio de cultura foi retirado e adicionado o tampéao
Hank’s (0,5 mL no compartimento apical e 1,5 mL no basal), que permaneceu por 20
minutos para equilibrio das células. Foram retirados 5 uL do compartimento apical e
adicionado volume igual da solucdo do composto teste, sendo o experimento
conduzido a 37°C sob agitacdo, por 3 horas. As amostras (100 uL) foram coletadas
no compartimento basolateral nos tempos 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos, sendo
feita a reposicédo do volume com tampé&o Hanks. As amostras dos compostos testes
foram analisadas em UHPLC por método previamente desenvolvido, conforme item
3.2. A andlise do verapamil foi realizada em UHPLC®, com deteccdo por
fluorescéncia (Aex 204 nm, Aem 314 nm) equipado com coluna CSH C18 1.8 ym 2.1 x
100 mm Waters® com coluna de guarda CSH C18 1.8 ym 2.1 x 5mm Waters® a
35°C, a fase movel foi composta de acetonitrila e &cido férmico 0,1% (70:30, v/v),
modo isocratico, com vazdo de 0,4ml/min, volume de injecdo de 2 pl e tempo de
corrida de 4 minutos. A analise da fluoresceina se deu em condi¢ges bem similares
as do verapamil, mudando apenas o comprimento de onda utilizado (Aex 494 nm, Aem
521 nm).

Apical side

Cell monolayer

B
Filter

Basolateral side

Figura 11. Diagrama de uma monocamada Caco-2 cultivada num suporte de filtro permeavel.
Fonte: Hubatsch et al.,2007

A permeabilidade aparente (Papp, cm/s) foi estimada de acordo com a
equacao (ARENA et al., 2003):



56

Papp = ( ~
A.t [farmaco]inicial doador

VA ) . ( [férmaco]aceptor )

sendo

Va= volume do compartimento aceptor (cm3)

A= area da superficie da monocamada de células ou da membrana (cm2)
t = tempo correspondente a concentracao utilizada (s)
[farmaco]aceptor = Concentragédo final no compartimento aceptor

[fArmacO]inicial doador = COncentragao inicial no compartimento doador
4.6 Ensaio in vitro de metabolismo dos I, Il, lll e IV em modelo microssomal

Microssomas humanos (HLM) e de ratos (RLM) foram obtidos comercialmente
(Gibco™), armazenados sob congelamento a -80°C e descongelados no gelo no dia
do experimento. Ambos os microssomas foram diluidos para 1 mg/mL de proteina
em PBS 0,1 M e mantidos a 37°C. O SRN fornece energia para atuacdo das enzimas,
e foi preparado em PBS 0,1 M contendo glicose-6-fosfato a 3,3 mM; glicose-6-fosfato
desidrogenase a 0,4 U/mL; NADP a 1,3 mM e MgClz2 a 3,3 mM (ACKLEY et al.,2004),
também mantido a 37°C.

E preconizado a realizagdo de testes preliminares em diferentes
concentracfes do substrato para avaliar o efeito das concentracdes e evitar a
saturacdo e inibicdo da enzimas metabolizadoras devido a alta concentracdo do
substrato, sendo preferido sempre o uso de baixas concentragées do composto (DI
et al., 2003; LU et al., 2006; WANG et al., 2016). Considerando a similaridade entre
as estruturas dos compostos, o composto Il foi selecionado e avaliado em trés
concentracdes diferentes (2, 5 e 10 uM) permitindo assim a verificagcdo da ocorréncia
de saturacéo e determinacao da melhor concentracao a ser utilizada para os ensaios

de estabilidade metabdlica.

Para controle do experimento e do funcionamento do SRN, foi empregado o
diclofenaco, devido a existéncia de extensa literatura sobre sua estabilidade
metabolica (CARLILE et al., 1999; OBACH, 1999; KUMAR et al., 2002; DRAGOVIC
et al., 2013; DEN BRAVER et al., 2016).

Cada experimento contou com a determinacdo da estabilidade do composto
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no tampao em uso (PBS 0,1 M), que consistiu apenas em tampao e farmaco;
estabilidade sem adicdo do SRN, composto de tampéo PBS, farmaco e microssoma

e estabilidade com adi¢cdo do SRN, composto do SRN, farmaco e microssoma.

As incubacdOes foram realizadas em triplicata em placas de 12 pocos, a
concentracdo final dos microssomas foi de 0,5 mg/mL. Inicialmente foram
adicionados tampéo ou SRN e farmaco que foram mantidos a 37°C com agitacao de
100 rpm por 5 minutos. Em seguida adicionou-se o tamp&o ou microssoma, iniciando
a reacdo enzimatica e foram coletadas aliquotas (100 pL) nos tempos 0, 5, 15, 30,
45, 60, 90 e 120 minutos. As amostras em tampao foram coletadas diretamente nos
vials, jA& as amostras com microssoma passaram pelo processo de extracao
mencionado no item 4.2.

Para andlise do diclofenaco foi utilizado um cromatografo liquido de alta
eficiéncia Perkin Elmer (Shelton, EUA) acoplado a um espectrémetro de massas
(Perkin Elmer, Flexar SQ 300 MS).

A coluna empregada foi Poroshell 120 EC-C18 (4,6x100 mm, 2,7 um) com pré-
coluna Poroshell 120 EC-C18 (4,6x5 mm, 2,7 um) (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) e a fase mével era constituida de acetonitrila/acido formico 0,1% (60/40,
v/v). Foi utilizada a vazao de 0,5 mL/min, em modo isocratico e o volume da injecdo
foi de 20 pL.

A analise por espectrometria de massas foi realizada no modo electrospray
positivo. A voltagem do capilar na ionizacdo por electrospray foi de 6,0 kV, com
temperatura de dessolvatacdo mantida a 350° C, como gas de nebulizacdo foi
utilizado nitrogénio na vazéo de 12 L/min. A relagdo massa/carga (m/z) para deteccao
do diclofenaco foi de 296.

Apos a quantificacdo das amostras € possivel a determinacdo da meia-vida in
vitro de cada composto pela regresséo do gréafico de decaimento das concentracdes
em funcéo do tempo. Em seguida, € feito o calculo do Clearance intrinseco a partir
da equacdo:

kV
mg de proteina

/ —
Cl intinvitro —

Onde, k €& a inclinagcdo da regressdo do grafico de decaimento das

concentracfes em funcédo do tempo e V € o volume de incubacéo.
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Esse clearance intrinseco pode ser extrapolado para um figado como um todo,
a partir da equacao:

mg de microssomo g figado

! _ !
Cl int — Cl intinvitro

g de figado peso em kg
Onde foi considerado 45 mg de microssomo por 1 g de figado e 45 g de figado
para 1 kg de peso corporal para ratos (PANG; ROWLAND, 1977; LU et al., 2006;
OBACH, 2011; HUANG et al., 2015).

4.7 Ensaio de estabilidade ex vivo dos compostos |, II, lll e IV

O ensaio de estabilidade ex vivo visa avaliar a estabilidade dos compostos
testes frente as enzimas plasméticas. As concentracdes utilizadas foram baseadas
nos valores de MICgo presentes no estudo de Segretti e colaboradores (2016). Foram
empregadas as concentracdes de 20 pg/mL para os compostos |, lll e IV, e a
concentracéo de 10 pg/mL para o composto Il.

As solucdes maes (2 mg/mL) foram solubilizadas em DMSO e entdo diluidas
em plasma de rato para obtencdo das concentracdes analisadas, garantindo no
maximo 1% de solvente no sistema. O ensaio foi realizado em triplicata, que foram
mantidas em incubadora, com agitacdo constante de 100 rpm e temperatura de 37 +
2°C durante todo o experimento. Aliquotas foram coletadas nos intervalos de tempo
0; 5’; 15’; 30’; 45’; 60’; 90’, 2h, 4h, 6h e 8h e extraidas a partir da metodologia descrita
no item 4.2.4.

As areas obtidas foram comparadas com a area inicial (tempo 0) e foi realizado
teste Friedman (ndo paramétrico para medidas repetidas) com pos teste de Dunn’s

com nivel de significancia de 0,05 para verificar a estabilidade dos compostos.
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5.1 Determinacdo da absortividade dos compostos |, Il, lll e IV por

andlise espectrofotométrica

A varredura dos compostos forneceu os seguintes graficos:
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Figura 12. Gréficos indicando o comprimento de onda de maior absorbancia dos compostos apés

diluicido em DMSO, apés varredura em espectrofotdmetro.

Os compostos foram inicialmente dissolvidos em DMSO, diluidos em metanol

para concentracao de 100 pg/mL e entdo foi realizada a varredura, originando pico de

absorcdo no comprimento de 230 nm para os compostos |, Il e IV, e no comprimento

de 210 nm para lll. Porém foi verificado que o DMSO puro também tem pico de

absorcdo no comprimento de 230 nm. Assim, os compostos foram dissolvidos em

metanol e foi realizada nova varredura, que indicou o pico de absor¢do em 270 nm

(Figura 13).
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Figura 13. Gréficos indicando o comprimento de onda de maior absorbancia dos compostos apés

diluicdo em metanol, apds varredura em espectrofotdbmetro.

Os compostos foram analisados no sistema cromatografico com o comprimento
de onda de 230 e 270 nm, diluidos em DMSO e em metanol, porém os picos obtidos
com a diluicAo em metanol e no comprimento de onda de 270 nm ndo se mostraram
adequados para quantificacdo, assim, foi optado pelas analises em 230nm, uma vez
gue apesar do DMSO apresentar leitura no mesmo comprimento de onda, o sistema
cromatografico possui capacidade de separacdo por afinidade, garantindo que os
picos encontrados eram dos analitos em questéo.

Deve-se ressaltar que os comprimentos de onda encontrados se tratam de
comprimentos de onda baixos, pouco seletivos e, portanto, mais sujeitos a
interferentes, o que pode tornar a analise mais trabalhosa. Sendo assim, o
comprimento de 230 nm também foi utilizado nas analises de lll, evitando mais

interferentes durante as andlises.
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5.2 Desenvolvimento e validagcdo dos métodos analitico e bioanalitico

para a determinacdo dos compostos I, II, lll e IV em UHPLC

Os cromatogramas mostrados abaixo se referem aos compostos em solucao.
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Figura 14. Cromatograma dos compostos em metanol na concentracdo de 10 pg/mL.

O tempo de retencéo foi de 1,10 minutos para Il e IV, 1,15 e 1,08 minutos para
lll e I, respectivamente, o que inviabiliza a utilizacdo do sistema proposto para a
analise simultanea dos compostos.

5.2.1 Método analitico

A curva analitica foi construida ao se plotar a area contra a concentracao de
cada composto. Foi empregada a ponderacdo 1/y?, que ao dar peso igual a todos os
pontos, normaliza a tendéncia da reta. Na tabela 3 se encontram os intervalos,

equacgao da reta, coeficiente de correlagcéo (r), exatidao e precisdo para a curva de

cada composto.
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Tabela 2. Curvas analiticas com regressao linear, exatidao e precisao.

Composto Intervalo Equacio ; Exatiddo (%) Precisédo (%)
(ug/mL) n=5 n=5
I 0,078-10 y=31137x-691,5 0,9972 100,06 12,64
Il 0,078-10 y=52285x-1202 0,9942 99,92 7,82
1] 0,156-10 y=7173x-183,4 0,9972 100,01 6,01
v 0,078-10 y=35590x-514,4 0,9986 100,00 6,11

Tabela 3. Preciséo e exatiddo do LIQ de cada composto.

Concentracéo - I
Composto LIQ (ug/mL) experimengtal Prec%s_ag) (%) Exatlnd_a50 (%)
(Hg/mL) _ -
I 0,078 0,084 17,49 107,53
Il 0,078 0,074 6,18 94,80
1 0,156 0,159 12,86 101,82
v 0,078 0,079 10,51 101,36

Os valores de r foram superiores a 0,99, indicando a linearidade das curvas.
Considerando que os métodos foram desenvolvidos com o objetivo de quantificar os
compostos nos variados testes dentro do screening realizado, ainda de maneira
preliminar e que o equipamento utilizado apresenta uma certa variabilidade, os

resultados obtidos sdo adequados a finalidade analitica do método.

5.2.2 Método bioanalitico

5.2.2.1 Microssoma de rato

A figura 15 demonstra os cromatogramas obtidos apds a extracdo do
microssoma de rato e na Tabela 4 encontram-se as equacfes da reta, valores de

exatidao e precisédo para cada composto.
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Figura 15. Cromatogramas dos compostos a 2,5 pg/mL em microssoma de rato.

Legenda: Linha preta: Branco; Linha vermelha: Zero e Linha Azul: Composto a 2,5 pg/mL.
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Tabela 4. Curvas bioanaliticas em microssoma de rato com regressao linear, exatidéo e preciséo.

Composto Intervalo Equacao " Exatidao (%) Preciséo (%)
P (ug/mL) quag n=3 n=3
I 0,156-5 y=0,1643x-0,014 0,9998 102,93 8,62
Il 0,156-5 y=0,2236x-0,01715 0,9994 100,01 6,48
1] 0,312-10 y=0,006296x-0,0009315 0,9922 100,31 8,32
v 0,156-5 y=0,1728x-0,0053 0,9997 99,87 7,37

5.2.2.2 Microssoma Humano

A figura 16 demonstra os cromatogramas obtidos apds a extracdo do
microssoma humano e na Tabela 5 encontram-se as equacdes da reta, valores de
exatiddo e precisdo para cada composto. Foi utilizada a ponderacéo 1/y? para todos

0S compostos.
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Figura 16. Cromatogramas dos compostos a 2,5 pg/mL em microssoma humano.

Legenda: Linha preta: Branco; Linha vermelha: Zero e Linha Azul: Composto a 2,5 pg/mL.
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Tabela 5. Curvas bioanaliticas em microssoma de humano com regresséo linear, exatidéo e preciséo.

Composto Intervalo Equacio , Exatidao (%) Preciséo (%)
b (ug/mL) quag n=3 n=3
I 0,156-5 y=0,1455x-0,01319 0,9996 100,08 9,54
Il 0,156-5 y=0,1396x-0,01529 0,9990 99,96 10,63
1] 0,312-10 y=0,004401x-0,0009812 0,9928 100,89 10,14
v 0,156-5 y=0,1143x-0,01263 0,9996 99,98 8,72

5.2.2.3 Plasma de rato

Na figura 17 estdo representados os cromatogramas obtidos apos a extracédo
de plasma de rato e na Tabela 6 encontram-se as equacdes da reta, valores de
exatiddo e precisdo para cada composto. Foi utilizada a ponderacéo 1/y? para todos

0S compostos.
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Figura 17. Cromatogramas dos compostos a 10 pg/mL em plasma de rato.

Legenda: Linha preta: Branco; Linha vermelha: Zero e Linha Azul: Composto a 10 pg/mL.
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Tabela 6. Curvas bioanaliticas em plasma de rato com regresséo linear, exatidéo e preciséo.

Composto Intervalo Equacao " Exatidao (%) Preciséo (%)
P (ug/mL) quag n=3 n=3
I 1,25-30 y=0,01990x-0,009506  0,9992 100,05 4,99
Il 1,25-20 y=0,02360x-0,02487  0,9966 100,63 9,80
1] 5-30 y=0,001496x-0,003679 0,9923 100,09 4,10
\% 1,25-30 y=0,01758x-0,01924  0,9961 100,95 8,47

As curvas bioanaliticas foram construidas ao se plotar a razdo entre area do
composto e area do Pl contra a concentracdo. Como pode ser visto nas tabelas
anteriores, a linearidade se mostrou adequada, com coeficiente de correlacdo acima
de 0,98 em todas as curvas e os valores de precisdo e exatiddo apresentaram
variagdo menor que 15% e entre 85-115%, indicando assim a aplicabilidade do
método.

5.3 Determinacao do Log P dos compostos |, II, lll e IV.

5.3.1 Determinacdao in silico

O grupo da UNIFESP, que desenvolveu as moléculas, utilizou o programa
Marvin Sketch 16.7.18 e obteve os valores de LogP de -0,27; 0,08; 1,05 e -0,72 para
[, I, 1l e IV, respectivamente. O LogP determinado a partir do programa ChemDraw
12.0 resultou nos valores -0,4; -0,06; 0,85 e -1,04 para os compostos |, Il, Il e 1V,

respectivamente.

5.3.2 Método Cromatogréfico

A curva de linearidade log P versus log k obtida no método cromatografico
forneceu a equacéo y = 0,2912x - 0,3581, com coeficiente de correlagéo de 0,9774
(figura 18). Os valores obtidos foram 0,70; 0,46; 1,59 e 0,37 para I, Il, lll e IV,

respectivamente.
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Figura 18. Gréfico de Log k versus Log P dos padrées.

Tabela 7. Valores de Log P obtidos para cada composto.

In silico Método
Marvin Sketch ChemDraw  Cromatografico
I -0,27 -0,4 0,70
I 0,08 -0,06 0,46
1 1,05 0,85 1,59
\Y -0,72 -1,04 0,37

Com os resultados obtidos, pode-se observar divergéncias tanto entre o0s
métodos, como intra método. O estudo de Vraka e colaboradores (2017) analisou
justamente a disparidade de resultados entre diferentes métodos e pdde verificar que
h& uma baixa correlacéo entre os valores de LogP dos diferentes métodos, afirmando
nao ser possivel compara-los.

Uma questéo interessante de se comparar, € a relacédo entre as estruturas dos
compostos e seus valores de logP, o composto IV apresenta duas unidades de POA,
0 que a caracterizaria como a mais hidrofilica dentre os compostos, dada a alta
hidrofilicidade desta unidade, e a partir dos resultados, foi verificado o menor valor de
logP (0,37), assim como para 0 composto lll, que por possuir uma cadeia maior, e
portanto maior numero de carbonos dentre os compostos, era esperado uma maior
lipofilicidade, sendo exatamente este o resultado encontrado no ensaio (1,59).

E importante ressaltar que apesar das diferencas entre os métodos, todos
indicaram a hidrofilicidade das moléculas, o que significa uma solubilidade em agua

suficiente para maior susceptibilidade ao clearance renal, uma vez que os sitios ativos
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lipofilicos que permitem a acédo das enzimas do CYP450 estdo ausentes (TSAIOUN;
KATES, 2011; ANDRES et al., 2015). Como podemos ver na tabela 8, a maioria dos
substratos das isoenzimas mais comuns na metabolizac&o de farmacos possuem logP

mais elevado.

Tabela 8. Valores de LogP dos substratos das principais enzimas metabolizadoras. Adaptado Dowty
2010

Intervalo LogP  Média LogP

CYP
dos Substratos dos Substratos

1A2 0,08-3,61 2,01
2A6 0,07-2,79 1,44
2B6 0,23-4,89 2,54
2C8 0,06-6,98 3,38
209 0,89-5,18 3,20
2C19 1,49-4,42 2,56
2D6 0,75-5,04 3,08
2E1 -1,35-6,36 2,07
3A4 0,97-7,54 3,10

Porém os valores extremos requerem atencdo, uma vez que compostos
altamente hidrofilicos tendem a apresentar absorcéao dificultada, além da baixa ligacéo

a proteinas plasmaticas e baixo metabolismo.

5.4 Ensaio de estabilidade quimica dos compostos I, I, lll e IV nos pHs

1,2, 8,8 e tampao Hanks

A quantificacdo dos compostos pelo método desenvolvido permitiu a
construcdo dos gréaficos de estabilidade a seguir:

5.4.1 Estabilidade no pH 1,2

Os resultados do estudo de estabilidade quimica dos compostos em pH 1,2
estdo representados na figura 19. O pH de 1,2 é equivalente ao pH estomacal, sendo
essencial a determinacéo da estabilidade dos compostos nessas condi¢cdes, uma vez

gue a via de administracao oral é a via de pretensao e caso haja instabilidade, seriam
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necessarias modificacdes estruturais nas moléculas ou na formulacao para impedir a
degradacdo do composto logo no estbmago. Os compostos ndo apresentaram
diferenca estatistica em qualquer dos tempos analisados, tanto para CQB, quanto
para CQA, indicando a estabilidade de todos os compostos no pH &cido. Assim, como
ndo houve a degradacdo das moléculas nas condicbes analisadas, ndo sao
necessarias modificagcbes estruturais e ndo ha a necessidade da utilizacdo de

recursos farmacotécnicos para protecdo do composto em uma formulagéo de uso oral.
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Figura 19. Estabilidade dos compostos em tampdao Clark-Lubs (pH 1,2).
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5.4.2 Estabilidade no pH 7,4
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Figura 20. Estabilidade dos compostos em tamp&o Hank’s (pH 7,4).

O tampéao Hank’s foi utilizado no ensaio de permeabilidade e por possuir pH de
7,4 mimetiza o pH sanguineo, prevendo a estabilidade dos compostos no sangue. Os
resultados do estudo de estabilidade em pH 7,4 séo vistos na figura 20. Os compostos
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa para nenhum dos tempos
analisados, tanto para CQB, quanto para CQA, indicando a estabilidade deste no pH
em questdo, demonstrando a estabilidade destes.

Os resultados indicam, portanto, que ndo havera problemas durante a
realizacdo do ensaio de permeabilidade, uma vez que ndo houve decaimento

significativo nas condi¢des de estudo empregadas.
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5.4.3 Estabilidade no pH 8,8
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Figura 21. Estabilidade dos compostos em tampao Tris (pH 8,8).

Os resultados do estudo de estabilidade no pH 8,8 se encontram na figura 21.
O pH de 8,8 mimetiza o pH do intestino delgado, principal local de absor¢cdo dos
farmacos, sendo assim de alta importancia a determinacéo da estabilidade nesse pH,
uma vez que a degradacdo dos compostos nessas condi¢cdes influencia
significativamente na quantidade de farmaco que sera absorvido, podendo levar a
concentracfes subterapéuticas. Os compostos nao apresentaram diferenca
estatistica significativa em nenhum dos tempos analisados, para CQB e para CQA,
indicando a estabilidade de todas as moléculas frente ao pH basico.

Apesar de nos graficos visualizarmos decaimentos em alguns pontos, a analise
estatistica ndo indicou diferenca significativa e as variagbes encontradas sao
analiticas e operacionais, possibilitando assim a afirma¢éo de que todos os compostos
se demonstraram estaveis, tanto nas concentragfes altas quanto nas baixas, em
todas as condicOes avaliadas.

Os estudos de estabilidade quimica realizados demonstraram que nos pHs
avaliados os compostos apresentaram estabilidade, o que permitird o planejamento

de estudos in vivo com a administracao destes compostos pela via oral sem o risco de
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degradacéo ao longo do trato digestério decorrente do pH do meio. A estabilidade
guimica observada nos diferentes pHs também traz expectativas de que € possivel
utilizar mudancas de pH nos meios bioldgicos para realizar procedimentos de extragéo

sem que ocorram perdas significativas dos compostos.

5.5 Avaliacéo da permeabilidade dos compostos I, II, lll e IV através da
utilizacéo de células Caco-2

5.5.1 Cultura de Células Caco-2

Os procedimentos realizados em todas as etapas com as células adquiridas no
mercado culminaram com a obtencédo de uma cultura de Caco-2 viaveis e adequadas
aos estudos de permeabilidade, uma vez que foi possivel verificar a diferenciacao
destas em enterdcitos, como pode ser observado na figura 22, inicialmente as células
se apresentavam mais afastadas e ao passar dos dias, formaram a monocamada,

apresentando a morfologia adequada.
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Figura 22. Células Caco-2 em cultura. Na figura da esquerda, as células no inicio do cultivo, ainda

isoladas e na figura da direita, apés 21 dias de cultivo, formando uma monocamada. Autoria Propria.

5.5.2 Ensaio de Viabilidade Celular pelo teste da Resazurina

Na figura 23 e tabela 9 podem ser observados os resultados do ensaio de

viabilidade celular realizado pelo teste da resazurina.
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Figura 23. Resultado do ensaio de viabilidade celular por resazurina. Autoria Propria.

s b

Os controles funcionaram como o esperado, tendo o controle negativo (apenas
células) e o controle veiculo apresentado coloracao rosa, indicando a metabolizacéo
do composto e o controle positivo (concentracao téxica de DMSO) apresentado

coloracdo azul, demonstrando a auséncia de metabolizacdo, indicando morte celular.

Tabela 9. Viabilidade celular em cada concentracdo usada para cada composto no teste de resazurina

expresso em porcentagem.

Concentragdo (uUM)

Composto 3,9 7,81 16,62 31,25 62,5 125 250 500
Viabilidade Celular %
I 82,79 78,53 72,98 76,21 76,08 78,05 76,42 79,69
Il 81,54 76,84 74,81 80,56 77,37 76,06 78,35 77,72
1] 79,69 75,54 72,26 77,09 75,23 75,57 77,79 81,19
v 80,30 78,35 77,14 77,81 76,66 78,28 74,88 70,25

A andlise dos resultados indicou diferenca estatistica significativa entre todas
as concentracfes avaliadas dos quatro compostos quando comparadas com o
Controle de Veiculo, entretanto, as concentragcbes ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si. Considerando que o trabalho de Fernandes e colaboradores
(2012) determinou uma viabilidade de 70% como cut-off para selecdo da
concentracdo utilizada e que os resultados obtidos para os compostos em estudo
ndo demonstraram viabilidade menor que 70% (Tabela 9), todas as concentragfes
podem ser utilizadas no ensaio da permeabilidade, sem expectativa de efeito toxico

sobre as células.
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Ainda assim, o ensaio de viabilidade celular foi realizado novamente, agora
com tempo menor de incubacao e intervalo menor de concentracfes. Os farmacos
foram incubados por 4 horas, que é um tempo préximo da duracdo do ensaio de
permeabilidade e nas concentragdes de 100, 50, 10 e 1 pM. O resultado deste novo

ensaio esta demonstrado na tabela 10.

Tabela 10. Viabilidade celular nas novas concentracées usada para cada composto no teste de

resazurina expresso em porcentagem.

Viabilidade Celular %

Concentragdo (uUM)

I Il 1] v
1 100,00 89,27 100,00 84,58
10 100,00 96,98 100,00 91,04
50 100,00 100,00 100,00 99,06
100 96,62 100,00 100,00 100,00

O novo experimento indicou que ndo houve diferenca estatistica para nenhum
dos compostos entre as concentrac¢des utilizadas quando comparados ao Controle do
Veiculo, nem entre as concentracdes, além de ter apresentado resultados de 100%,
garantindo assim que ndo havera toxicidade para as células durante a realizacdo do
ensaio de permeabilidade.

Assim, a concentracao de 100 uM foi selecionada para realizacdo dos ensaios
de permeabilidade, considerando auséncia de toxicidade celular e seguranca de

guantificacdo pelo método analitico disponivel.

5.5.3 Ensaios de permeabilidade in vitro

Os resultados obtidos nos ensaios de permeabilidade in vitro se encontram na

figura 24.
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Figura 24. Permeabilidade aparente dos compostos testes e controles.

O verapamil (controle positivo) apresentou concentracdes gradativamente
crescentes no compartimento basolateral em que foram realizadas as coletas de
aliquotas do tampédo para analise dos compostos, resultando em uma Papp de
115x10% cm/s, enquanto a fluoresceina ndo apresentou concentracées quantificaveis
em nenhum dos tempos analisados, assim, 0s controles comprovaram a integridade
da monocamada formada, uma vez que o comprometimento desta resultaria no
aparecimento da fluoresceina no compartimento basolateral.

Foram encontradas areas quantificaveis dos quatro compostos testes, que se
mostraram gradativamente crescentes no compartimento basolateral e permitiram o
célculo da Papp, sendo os valores 4,66 x10%; 4,14 x10¢; 66 x10%e 1,61 x10° cm/s
para I, Il, Ill e IV, respectivamente.

O estudo de Yee (1997) verificou se os resultados obtidos a partir do
experimento com Caco-2 poderiam prever a absorcdo no homem, seus resultados
demonstraram que essa previsdo é possivel e ainda propds trés classificacbes de
expectativa de absorcao de acordo com os valores de Papp obtidos nos ensaios in
vitro, sendo estas: pouco absorvidos (0-20%), se apresentam Papp <1 x10F,
moderadamente absorvidos (20-70%), se Papp 1 a 10 x10® e bem absorvidos (70-
100%) se Papp > 10 x106-
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Os resultados obtidos indicam que os compostos I, Il e IV tem expectativa de

absorcao oral intermediaria, enquanto o composto Il tem expectativa de absorcéo oral

total.
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Figura 25. Gréfico demonstrando a relacdo entre LogP e Papp dos compostos testes.

Como pode ser observado na Figura 25, no grafico que interpola o valor de
LogP obtido pelo método cromatografico com os valores de Permeabilidade Aparente,
€ possivel verificar que os compostos com LogP mais hidrofilico, apresentaram os
menores valores de Papp, e o composto mais lipofilico (Ill) dentre os avaliados, foi 0
que apresentou maior Papp, comprovando que compostos lipofilicos tem a absor¢éo
intestinal facilitada, enquanto compostos hidrofilicos tem mais dificuldade em transpor
a membrana celular intestinal. Também, a partir do gréfico foi possivel a determinacéo
do coeficiente de correlacéo (r), de valor de 0,9256, indicando assim a alta correlacao
entre os valores de logP e Papp, e, portanto, a previsdo da absorcao.

O comportamento de absorcdo de um composto € determinado por fatores
fisiolégicos e fisico-quimicos. Nos fatores fisiolégicos temos o tempo de transito, pH
luminal, condi¢des de jejum e alimentado, assim como expresséo de transportadores
e enzimas e capacidades das diferentes regifes do trato gastrointestinal que podem
afetar a taxa e extensdo da absorcdo. Compostos substratos de transportadores
apresentam maior variabilidade devido a concentracdo e disposicdo dos
transportadores, assim como a possibilidade de saturacdo destes (FREDLUND et al.,
2017).
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Considerando que em relacdo a moléculas absorvidas através da difusédo
passiva, as células Caco-2 possuem uma correlacdo maior do que para moléculas
transportadas ativamente, uma vez que 0s niveis de transportadores variam de acordo
com a cultura celular, e que as moléculas apresentam carater mais hidrofilico, pode-
se predizer que ha boa expectativa de absorcao oral dos novos candidatos a farmaco

e que essa absorcdo ocorre por transporte paracelular.

5.6 Ensaio in vitro de metabolismo dos compostos I, I, lll e IV em modelo
microssomal

O composto Il foi testado inicialmente em trés concentracdes diferentes (2, 5
e 10 uM), nas trés condicdes de estudo (tampdo PBS, sem SRN e com SRN) para
determinacdo da concentracao ideal a ser utilizada, uma vez que é necessaria a
verificacdo da ocorréncia de saturacdo enzimatica. Os resultados obtidos estédo

demonstrados na figura 26, 27 e 28.
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Figura 26. Estabilidade metabdlica do composto Il em trés concentragdes em Tampao PBS
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Figura 27. Estabilidade metabdlica do composto Il em trés concentra¢des sem SRN
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Figura 28. Estabilidade metabdlica do composto Il em duas concentra¢cdes com SRN
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A partir das figuras acima podemos verificar que as trés concentracdes

demonstraram estabilidade frente ao tampéao, assim como frente ao sistema sem SRN,

indicando assim, que se houvesse degradagcdo quando na presenca das enzimas,

essa se deveria exclusivamente a metabolizacdo pelas enzimas, e ndo a instabilidade

frente ao sistema. Quando submetido ao sistema com SRN, nédo foi possivel a

quantificacdo da concentracdo mais baixa, de 2 uM, devido a falta de sensibilidade do

método. Considerando o comportamento semelhante das concentracdes frente aos

trés sistemas, a concentracdo de 5 pM foi selecionada para a continuidade dos

ensaios.
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5.6.1 Microssoma de rato

Nas figuras 29 a 31 é possivel verificar os resultados do ensaio de estabilidade

metabdlica dos compostos |, 1I, 1l e IV em microssoma de rato.
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Figura 29. Estabilidade metabdlica do composto | em microssoma de rato.
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Figura 30. Estabilidade metabdlica do composto || em microssoma de rato.
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Figura 31. Estabilidade metabdlica do composto Ill em microssoma de rato.
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Figura 32. Estabilidade metabdlica do composto IV em microssoma de rato.

Como pode ser observado na figura 29, o composto | apresentou perfil bem
similar nas trés condi¢des analisadas e em nenhuma delas houve diferenca estatistica
significativa, indicando a estabilidade do composto em todas as condi¢cdes. O mesmo
resultado pode ser verificado para Il (Figura 30) e IV (Figura 31).

A metodologia empregada pode ser a responsavel pelos valores acima de
100% apresentados pelo composto Ill, uma vez que a mistura é submetida a
aguecimento, 0 que pode causar precipitacéo e assim, a concentracdo do composto.

Os farmacos |, Il e IV se apresentaram estaveis frente aos trés sistemas

submetidos, ndo havendo decaimento das concentra¢cdes nem quando submetido as



83

enzimas microssomais, indicando assim, que esses compostos ndo sao
metabolizados por elas. O composto Il possivelmente € metabolizado, porém néo foi
possivel a visualizacdo do decaimento. A auséncia de decaimento impossibilitou o

calculo da meia vida intrinseca dos compostos testes.

5.6.2 Microssoma humano
Nas figuras 33 a 36 estdo representados os resultados do ensaio de
estabilidade metabdlica dos compostos | a IV em microssoma humano.
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Figura 33. Estabilidade metabélica do composto | em microssoma humano.
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Figura 34. Estabilidade metabdlica do composto [ em microssoma humano.
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Figura 35. Estabilidade metabdlica do composto Il em microssoma humano.
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Figura 36. Estabilidade metabdlica do composto IV em microssoma humano.

Os compostos |, Il e IV se apresentaram estaveis frente as enzimas
microssomais humanas, uma vez que os perfis obtidos foram similares nas trés
condicbes avaliadas. O composto Il novamente apresentou porcentagem
remanescente acima de 100%, assim como frente as enzimas microssomais de rato.
A nao obtencéo do decaimento, impossibilitou o calculo da meia vida intrinseca.

E de conhecimento geral que ha diferencas no metabolismo de farmacos entre
as espécies, sendo essas diferencas relacionadas as isoformas das enzimas,
regulacdo génica, expressdo de proteinas e atividade catalitica das enzimas. As
consequéncias dessa diversidade podem alterar a biodisponibilidade, meia-vida,
ativacdo de pré-farmacos e formacgéao de metabolitos (DEKEYSER; SHOU, 2012).
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Ao compararmos 0s aminoacidos componentes de algumas isoformas do
CYP450 em ratos e humanos, encontramos valores de aproximadamente 70% de
semelhanca. E, de maneira geral, quanto mais o composto é metabolizado, menos
preciso é o escalonamento alométrico para predizer a farmacocinética em humanos
(DEKEYSER; SHOU, 2012).

Assim, os resultados semelhantes obtidos no estudo em questdo ao comparar
a metabolizagcdo em microssoma de ratos e humanos comprova que apesar das
diferencas interespécies, compostos que sdo pouco metabolizados tem a predicdo da
farmacocinética em humanos mais precisa a partir de outras espécies.

Como controle do experimento foi utilizado o diclofenaco, uma vez que ele ja
foi utilizado previamente como composto modelo para avaliar a predicdo do
clearance in vivo em humanos a partir de microssomas (CARLILE et al., 1999;
OBACH, 1999; KUMAR et al., 2002). Seu uso comum se d4, pois, seu metabolismo
oxidativo parece ser predominante em humanos, sendo apenas de 10 a 20% da dose
total excretada na forma de acil glicuronideo, e a avaliacgdo do metabolismo
conjugativo é dificultado nos microssomas (KUMAR et al, 2002).

O diclofenaco, como esperado, apresentou decaimento, demonstrando a
funcionalidade do sistema. A meia vida apresentada foi de 33 minutos para
microssoma de ratos e 36 minutos para microssoma humano. A partir da inclinacao
foi calculado o Clearance intrinseco in vitro, resultando em 0,042 mL/min/mg proteina
que extrapolado, resultou em um Cl'intde 85,05 mL/min*kg para microssoma de ratos.
Para microssoma humano, o Clearance intrinseco in vitro foi de 0,038 mL/min/mg
proteina e Cl'intde 76,95 mL/min*kg. O trabalho de Uno e colaboradores (2008) avaliou
o clearance intrinseco in vitro do diclofenaco e encontrou um valor de 0,05 mL/min/mg
de proteina, bem proximo ao encontrado no presente trabalho.

Um fator a ser analisado nos calculos é a taxa de ligacdo proteica dos
compostos, uma vez que se presume que farmacos que possuem alta ligacdo a
proteinas estardo indisponiveis para interacdo direta com as enzimas
metabolizadoras, sendo necessario primeiro a dissociacao destes das proteinas, para
entdo sofrerem acao das enzimas.

Obach (1999) no entanto afirma que farmacos basicos se ligam fortemente a
proteinas plasmaticas, mas também as proteinas teciduais e, neste caso considerar a
taxa de ligacdo proteica em plasma para o calculo € desnecessario. O diclofenaco

apresenta alta ligacao a proteinas e € um composto de carater acido com baixa ligacao
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a proteina microssomal e alta ligacdo a proteina plasmatica, 0 que torna a taxa de
ligacdo a proteina plasmatica um importante fator a ser considerado no calculo do Cl.

Considerando a hidrofilicidade dos compostos teste, e que os substratos das
enzimas do CYP apresentam logP mais elevado (Tabela 9), condizente com
moléculas mais lipofilicas, e que os compostos se demonstraram estaveis frente as
enzimas microssomais, ha expectativa de que a excrecao renal seja importante no Cl.
Este resultado aponta que no planejamento dos ensaios in vivo € interessante realizar
a coleta de urina dos animais, através da sua manutencdo em gaiolas metabdlicas, e
a realizacdo da andlise dessas amostras de urina para calcular o Cl renal dos
compostos e a fracdo excretada inalterada na urina.

Compostos que apresentam altos valores de excrecao na forma inalterada na
urina e elevado Cl renal, se chegarem na etapa de estudos clinicos, devem receber
atencao especial em populacdes que apresentam insuficiéncia renal pois ajustes de

dose serdo necessarios.

5.7 Ensaio de estabilidade ex vivo dos compostos |, II, lll e IV

O trabalho de Di e colaboradores (2005) avaliou algumas das variaveis que
podiam alterar os resultados do ensaio de estabilidade em plasma, como a
concentracdo do composto testes, concentracdo de DMSO e atividade enzimatica sob
incubacdo. A concentracdo do substrato variou em até vinte vezes e ndo houve
diferenca na porcentagem remanescente, indicando que o plasma nédo é sensivel a
concentragcdo do farmaco, diferente das enzimas microssomais, que sao facilmente
saturaveis em altas concentracdes. O estudo de Nomeir e colaboradores (1998)
verificou saturacéo das enzimas plasmaticas em concentracdes de 100 pg/mL, assim,
os valores utilizados no presente trabalho foram adequados e nao causaram
saturacao enzimatica.

A porcentagem de DMSO avaliada por Di e colaboradores (2005) variou de 0,5
a 20% e ndo houve diferenca significante até 2,5%, outro ponto diferente da avaliacdo
da estabilidade metabdlica em microssoma, que preconiza valores de até 1% de
solvente organico. As porcentagens acima de 2,5% de DMSO acusaram porcentagem
remanescente maior do que em concentragcbes menores, provavelmente devido a
desnaturacdo das enzimas plasmaticas, resultando em diminuicdo da atividade

enzimatica.
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O tempo de incubacdo avaliado variou de 0 a 22h, ndo havendo diferenca
estatistica significativa mesmo apos 22h de incubacdo a 37°C, outro ponto
contrastante com as enzimas CYP450, que permitem um tempo bem menor de
incubacdo. Todos esses testes demonstram a robustez das enzimas plasmaticas,
além de indicar a alta capacidade catalitica destas (DI et al., 2005).

As figuras a seguir representam os resultados do ensaio de estabilidade dos

compostos | a IV em plasma de rato.
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Figura 37. Estabilidade do composto | em plasma de rato.
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Figura 38. Estabilidade do composto Il em plasma de rato.
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Figura 39. Estabilidade do composto Il em plasma de rato.
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Figura 40. Estabilidade do composto IV em plasma de rato.

A partir da analise estatistica, verificou-se que 0s compostos | e IV se
apresentaram instaveis no tempo de 8 horas, enquanto Il e Ill, se apresentaram
instaveis no tempo de 6 horas.

Por se tratarem de ésteres, que séo substratos das esterases plasmaticas, era
esperada uma rapida degradacédo dos compostos, que dependendo de quéo rapida,

poderia significar a inviabilidade do prosseguimento do desenvolvimento das
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moléculas. O fato de que ha decaimento continuo e diferenca estatistica apenas nos
tempos de 6 e 8 horas, indicam que a degradacdo ndo € fator critico ao

desenvolvimento.
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6 CONCLUSOES

Os métodos analiticos e bioanaliticos desenvolvidos se mostraram adequados
para as avaliacdes propostas neste trabalho, e podem ser utilizados para a realiza¢ao
das analises necessarias a continuidade do desenvolvimento.

Os valores de LogP obtidos indicam maior caracteristica hidrofilica dos
compostos, concordante com as previsdes realizadas in silico. Essa caracteristica
pode trazer consequéncias negativas sobre o perfil de absor¢éo enteral, no entanto,
0 processo de absorcéo esta relacionado também a outros fatores além da lipo ou
hidrossolubilidade. Estes valores de LogP também apontam para uma expectativa de
baixa porcentagem de ligacdo desses compostos as proteinas plasméaticas. Ainda,
esses valores de LogP sugerem baixa susceptibilidade dos compostos ao
metabolismo mediado por sistemas enzimaticos hepaticos, o que traz a expectativa
de que, no sistema biolégico, a eliminacdo desses compostos pode ser
essencialmente renal.

O estudo de estabilidade indicou que todos o0s compostos, tanto na
concentracdo alta, quanto na baixa, se mostraram estaveis nos trés pH avaliados.
Esta caracteristica permite o planejamento de estudos in vivo com administracdo dos
compostos pela via oral com baixa expectativa de ocorréncia de degradacdo quimica
em razdo do pH do meio no trato digestério.

O ensaio de permeabilidade indicou que as moléculas possuem expectativa de
boa absorcdo enteral, tendo uma delas (lll) inclusive, apresentado predicdo de
absorcdo completa. Estes resultados de Papp reforcam que € possivel planejar
estudos in vivo com administragao oral.

O ensaio de estabilidade metabdlica demonstrou que 0s compostos sao
estaveis frente as enzimas microssomais tanto de ratos, quanto de humanos.
Considerando a estabilidade metabdlica, € possivel que a excrecao inalterada na urina
seja um mecanismo importante de eliminacdo, indicando que o planejamento dos
estudos in vivo deve incluir a coleta de urina para analise dos compostos e, assim, a
determinacao do Cl renal e da fracdo dos compostos eliminada inalterada na urina.

O ensaio de estabilidade em plasma demonstrou que apesar de ocorrer
degradacéo, esta se da em tempo avancado, 0 que ndo compromete a expectativa de

atividade dos compostos no sistema biolégico.
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Considerando todos os resultados obtidos, podemos inferir que os compostos
I, Il, Il e IV apresentam caracteristicas adequadas para a continuidade do
desenvolvimento dessa série de analogos do acido pirazindico. O planejamento e a
interpretacdo dos ensaios futuros devem considerar as informagdes obtidas no

presente trabalho, com significativa agilizacdo deste processo de desenvolvimento.
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