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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 (I), pirazinoato de etila (ll), pirazinoato de butila (lll) e 2-
(pirazina-2-carboniloxi)etill pirazina-2-carboxilato (1V), derivados do acido pirazinoico,
principal metabdlito da pirazinamida. Ensaios in vitro como a avalicdo de
propriedades fisico-quimicas e ensaios que avaliam a absorc¢ado, distribuicéo,
metabolismo e excrecao (ADME), auxiliam na predicdo das caracteristicas
farmacocinéticas em um estagio inicial do desenvolvimento, permitindo a selecéao dos
melhores candidatos a novos farmacos. O presente estudo teve como objetivo a
realizacao de screening fisico-quimico (determinacao do coeficiente de particao e da
estabilidade quimica nos pHs de 1,2; 7,4 e 8,8) e ensaios de ADME (calculo da
permeabilidade aparente em monocamada de células Caco-2, a avaliacdo da
estabilidade metabdlica em microssoma de ratos e de humanos e avaliagdo 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 |, II, Ill 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 absor¢cao, com destaque para lll, cujo resultado traz expectativas
de absorcao 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 degradacéao
significativa, ndo ha expectativas de que esta instabilidade comprometa a acéo in
vivo dos compostos. Os resultados obtidos trazem expectativas favoraveis a
continuidade do desenvolvimento para as moléculas avaliadas, além de servirem
como base para interpretacao 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 (1V), 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 |, Il, Il and IV resulted in values of 4.66 x10-%; 4.14 x10; 66 x10 and
1.61x106 cm/s, these values indicate a good expectation of absorption, especially for
[ll, 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 Ill 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 INTRODUGAO

A tuberculose (TB) é uma doenca causada principalmente pelo
Mycobacterium tuberculosis, e seu carater infectocontagioso se da devido a forma
de transmissao, 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 nao da Vviruléncia bacteriana em si.
Enfraquecimento, febre, perda de peso, dor no peito, insuficiéncia respiratéria e
tosse, que pode ou ndo ser acompanhada de escarro, sdo os 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 milhées de mortes
mundialmente apenas em 2017, além dos 10 milhées 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 os primeiros casos de
resisténcia bacteriana aos farmacos mais efetivos no tratamento da TB, INH e RMP
(CRUZ-KNIGHT; BLAKE-GUMBS, 2013). Desde entado, os casos de resisténcia s6
tém aumentado, com 480.000 novos casos apenas em 2015 (WHO, 2016).
Atualmente sado encontrados diferentes tipos de resisténcia: monorresisténcia,
polirresisténcia, multirresisténcia (MDR- TB), resisténcia extensiva (XDR-TB)
(BRASIL, 2011).

Os casos de TB multirresistente sado 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
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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 os casos, a eficacia ndo é grande, e as chances de cura séo

pequenas.

Mesmo com a epidemia de TB resistente, apenas em 2012, cinquenta anos
apo6s 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 sao 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 acao 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-
o e impedindo a produgédo de ATP. Seu mecanismo unico a torna ativa contra todos
os estados do M. tuberculosis sendo ele ativo, dormente, replicante, nao replicante,
intra e extracelular (LAKSHMANAN; XAVIER, 2013; PARK et al., 2018).

A delamanida é um pré-farmaco, cuja ativagdo depende da coenzima F420:
NADP* oxidoredutase, que inibe a sintese do acido micdlico, 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
concentragao inibitéria minima (MIC) dentre todos os farmacos anti-TB (FUJIWARA
etal., 2018). A pretomanida, também da classe dos Nitroimidazois e alvo semelhante

ao delamanid aguarda aprovacao regulatéria (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 ug/mL, o ensaio
de viabilidade celular indicou baixa toxicidade a macréfagos nao-infectados, o
composto apresentou meia-vida de 14,4h apos ensaio de metabolismo com
microssomas humanos, além de exibir um comportamento sinérgico ao ser

combinado com um inibidor da sintese do acido micélico.

Figura 2. Estrutura do composto sintetizado por Nair e colaboradores, com possibilidade
de acdo 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 tao efetivamente quanto a INH e que todos os 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 avaliagao
de 45.000 compostos, sendo realizada a sintese de 25 compostos analogos ao
azol disubistituido, que se mostraram néo citotdxicos. Todos os 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 é de 256 mg/L, além de que alguns

dos compostos se mostraram seletivos para o bacilo da TB.

Alguns outros compostos, como o Q203 da classe das Imidazopiridina-
amidas, que apresenta atividade semelhante a 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 Sao Paulo (Unifesp), sob
a lideranca do Prof. Dr. Joao 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
concentragdes mais baixas que reduziram a fluorescéncia em 90%, quando
comparado aos controles. Os resultados indicaram moderada atividade
antimicobacteriana em ambos os ensaios. Os compostos também tiveram a
citotoxicidade avaliada, através de ensaio com células mamiferas e se
demonstraram nao citotdxicas, indicando a seletividade para micobactérias.
(SEGRETTI et al., 2016).

As moléculas denominadas pirazinoato de metila (1), pirazinoato de etila (11),
pirazinoato de butila (lll) e 2-(pirazina-2-carboniloxi)etill pirazina-2-carboxilato (IV)
(figura 4), sao ésteres do acido pirazindico (POA), principal metabdlito da PZA,
composto que se acredita ser o responsavel pela sua agdo. 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 latenciacao por esterificacao,
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de modo que o grupo carboxilico se tornou nao ionizavel, aumentando a
lipofilicidade molecular, o que possibilita a penetragdo dos compostos na forma de
éster para posterior liberagcao do POA dentro das micobactérias (SEGRETTI et al.,
2016).
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Figura 4. Estruturas dos novos compostos derivados do acido pirazinéico

Como mencionado acima, a conversao da PZA a POA se da pela enzima
PZAse (figura 5) e acredita-se que essa conversao esta relacionada a atividade do
farmaco, uma vez que cepas resistentes ao farmaco nao 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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Figura 5. Conversado da pirazinamida a acido pirazinéico pela agcdo da pirazinamidase.
Adaptado de Segretti et al.,2016.
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As propriedades farmacocinéticas, o frequente uso de associagdes
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 avaliagao pré-clinica precoce da farmacocinética deve garantir
reducao das falhas no desenvolvimento de produtos em fases posteriores, como na

clinica.

Segundo Gomez-Lechon e colaboradores (2007), alguns pardmetros devem
ser avaliados logo nos estagios iniciais do desenvolvimento, garantindo a selegcao de
compostos mais seguros e efetivos. Entre esses parametros estao: estabilidade e
perfil metabdlico; identificacdo de metabdlitos; extrapolacdo dos resultados in vitro
para estimativa da farmacocinética in vivo; identificacdo das enzimas do citocromo
P450 (CYP450) envolvidas no metabolismo do farmaco; interagdo farmaco-farmaco
devido a inducao/inibicao enzimatica; e a toxicidade associada ao metabolismo do
farmaco. Uma maneira de avaliar precocemente alguns destes parametros é a
realizacéo de ensaios ADME (absorgao, distribuicdo, metabolismo e excregéo) 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
quantidades 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
informagdes obtidas nestas avaliagbes in vitro serdo uteis tanto na fase

biofarmacéutica - para o planejamento e elaboracao da forma galénica - quanto para
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o planejamento de futuros ensaios in vivo, seja na sele¢do da via de administracéo,
do modelo animal mais apropriado e para auxiliar na interpretagdo dos resultados

obtidos nos estudos de farmacocinética.
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6 CONCLUSOES

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

Os valores de LogP obtidos indicam maior caracteristica hidrofilica dos
compostos, concordante com as previsdées realizadas in silico. Essa caracteristica
pode trazer consequéncias negativas sobre o perfil de absorcao enteral, no entanto,
0 processo de absorcao esta relacionado também a outros fatores além da lipo ou
hidrossolubilidade. Estes valores de LogP também apontam para uma expectativa de
baixa porcentagem de ligacado desses compostos as proteinas plasmaticas. 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 os compostos, tanto na
concentracao alta, quanto na baixa, se mostraram estaveis nos trés pH avaliados.
Esta caracteristica permite o planejamento de estudos in vivo com administracao dos
compostos pela via oral com baixa expectativa de ocorréncia de degradacao quimica
em razao do pH do meio no trato digestorio.

O ensaio de permeabilidade indicou que as moléculas possuem expectativa de
boa absorcado 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 os compostos sao
estaveis frente as enzimas microssomais tanto de ratos, quanto de humanos.
Considerando a estabilidade metabdlica, é possivel que a excregao inalterada na urina
seja um mecanismo importante de eliminacado, 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 fragdo dos compostos eliminada inalterada na urina.

O ensaio de estabilidade em plasma demonstrou que apesar de ocorrer
degradacao, esta se da em tempo avancado, o que nao compromete a expectativa de

atividade dos compostos no sistema bioldgico.



91

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

presente trabalho, com significativa agilizacao deste processo de desenvolvimento.
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