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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa, causada principalmente pelo
Mycobacterium tuberculosis, responsavel por um numero consideravel de mortes em
todo 0 mundo. O composto 1QG-607 é um analogo da isoniazida (INH) que, de acordo
com diversos experimentos realizados pelo grupo de pesquisa envolvido no seu estudo,
apresenta atividade anti-TB in vitro e in vivo. Estudos iniciais do mesmo grupo
demonstraram que o composto INCT-TB551 (um derivado quinolinico) também
apresenta promissora atividade anti-TB. O objetivo deste estudo foi desenvolver
metodologias analiticas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) para a
quantificacdo do composto 1QG-607 e do INCT-TB551, em plasma de camundongos,
para a realizagdo de estudos de farmacocinética. O método analitico para a
determinacdo do composto 1QG-607 em plasma de camundongos apresentou
linearidade (r = 0.9992) na faixa de 0.5-50 pug/mL. Os valores de precisdo intra e inter-
ensaio (CV < 15%) e de recuperacdo (92.07-107.68%) demonstram que o método é
preciso e exato para a analise do composto. Além disso, 0 1QG-607 se mostrou estavel
no plasma por até 30 dias, quando armazenado no freezer -80 °C, e estavel apos o
tratamento da amostra do plasma, por até 4 horas (h) na bancada (gelo) e no
autosampler do equipamento (6 °C). A aplicabilidade do método analitico para o estudo
de farmacocinética foi determinada ap6s a administracdo i.v. e oral em camundongos
(animais em jejum e animais alimentados). As concentragdes plasmaticas de 1QG-607
foram quantificadas por até 2,5 h ap6s a administragdo nos animais. Quando
administrado pela via i.v. foi observado um tempo de meia vida (ti2) curto (1,14 h),
elevado clearance (CL) (3,89 L/h/kg), e um moderado volume de distribuicdo (\Vdss)
(1,22 L/kg). Resultados similares foram obtidos ap6s a administracdo oral (250 mg/kg)
em camundongos que estavam em jejum ou alimentados. A biodisponibilidade oral (F)
foi de aproximadamente 4 %, valor que ndo foi alterado pela alimentacdo. A taxa de
ligacdo a proteinas plasméaticas do 1QG-607 é de aproximadamente 88 + 0.9%.
Experimentos recentes em camundongos infectados com M. tuberculosis demonstraram
que o composto INCT-TB551 ndo apresentou atividade neste modelo in vivo, ao
contrario dos estudos de atividade in vitro realizados anteriormente. Um método
analitico para a determinacdo do composto INCT-TB551 em plasma de camundongos
foi desenvolvido para avaliar se o composto estava sendo absorvido apds a
administragdo oral. O método analitico apresentou linearidade na faixa de 0.1-10 pg/mL
(r = 0.9999). Ap6s o método ter sido padronizado, o composto foi administrado por via
oral em camundongos, e as concentracdes plasméticas foram quantificadas por até 1 h
apos a administracdo. O composto INCT-TB551 foi detectado no plasma dos animais,
indicando que estava sendo absorvido. Apesar de absorvido quando administrado por
via oral, o composto ndo estd apresentando atividade contra M. tuberculosis neste
modelo animal, o que pode estar relacionado, por exemplo, com a formacdo de
metabolitos inativos e/ou ainda, o nivel plasmatico atingido pode ser inadequado para
gue o composto consiga exercer o seu efeito terapéutico, e isto precisa ser melhor
investigado. Os protocolos apresentados neste trabalho poderdo servir como suporte
para estudos de farmacocinéticoa de compostos que se apresentam promissores,



colaborando para o avanco nas etapas necessarias para o desenvolvimento de possiveis
farmacos.

Palavras-chave: Farmacocinética, tuberculose, 1QG-607, analogo da isoniazida,
derivados quinolinicos, INCT-TB551, atividade antituberculose



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), caused mainly by Mycobacterium tuberculosis, is an infectious
disease responsible for a significant number of deaths worldwide. 1QG-607 is an analog
of isoniazid (INH). According to several experiments carried out by our research group,
IQG-607 showed both in vitro and in vivo anti-TB activity. Initial studies showed that
the compound INCT-TB551 (a quinoline derivative) also presents in vitro anti-TB
activity. The aim of this study was to develop analytical methods by high performance
liquid chromatography (HPLC-UV) for quantification of 1QG-607 and INCT-TB551 in
mice plasma, and therefore to perform pharmacokinetic studies. The analytical method
for the determination of 1QG-607 in mice plasma showed linearity (r = 0.9992) in 0.5-
50 pg/mL concentration range. Intra- and inter-day precision was < 15%, and the
recovery ranged from 92.07 to 107.68%, showing that the method provides a precise
and accurate analysis of the compound. In addition, IQG-607 was stable in plasma for at
least 30 days at —80 °C, and after plasma processing, for 4 h in the auto-sampler (6 °C)
and maintained on ice (recovery > 85%). The applicability of the method for
pharmacokinetic studies was determined after intravenous (i.v.) and oral (fasted and fed
conditions) administrations to mice. 1QG-607 levels in plasma were quantified at time
points for up to 2.5 h. A short half-life (ty2) (1.14 h), a high clearance (CL) (3.89
L/h/kg), a moderate volume of distribution at steady state (Vdss, 1.22 L/kg), were
observed after i.v. (50 mg/kg) administration. Similar results were obtained for oral
administration (250 mg/kg) under fasted and fed conditions. The oral bioavailability
(F), approximately 4%, was not altered by feeding. Plasma protein binding was 88.87
0.9%. Recently, experiments in mice infected with M. tuberculosis have shown that the
compound INCT-TB551 has no in vivo activity, unlike previous in vitro activity studies.
An analytical method was developed for the determination of INCT-TB551 in mice
plasma to assess compound absorption, if any, after oral administration. The analytical
method presented linearity from 0.1-10 pg/mL (r = 0.9999). After development of the
analytical method, the compound was orally administered in mice and the plasma levels
were quantified at time points for up to 1 h. The compound INCT-TB551 was detected
in the plasma of animals, which indicated that INCT-TB551 was absorbed. Although
absorbed when orally administered, the compound is not exhibiting activity against M.
tuberculosis in this animal model. This finding may be associated with the formation of
inactive metabolites and/or the plasma concentration of INCT-TB551 achieved may be
inadequate to exert its therapeutic effect. However, these points require further
investigations. The protocols described here may serve as support to initiate
pharmacokinetic studies of promising compounds, collaborating to advance in earlier
stages of drug development.

Key-words: Pharmacokinetics, tuberculosis, 1QG-607, isoniazid analog, quinoline
derivatives, INCT-TB551, anti-tuberculosis activity
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1. INTRODUCAO
1.1. A TUBERCULOSE HUMANA

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (bacilo de Koch) que afeta tipicamente os pulmdes (TB pulmonar),
podendo afetar também outros sitios do organismo (TB extrapulmonar) (WHO, 2015).
Historicamente, a TB pertence ao grupo das doencas negligenciadas, onde as industrias
farmacéuticas ndo pretendem investir devido a percepcdo de baixo potencial comercial
(Harper, 2007). Considerada um dos principais problemas de satide no mundo, a TB é a
nona principal causa de mortes, e atinge aproximadamente 10 milhdes de pessoas a cada
ano. Juntamente com a sindrome da imunodeficiéncia humana (SIDA), sdo as duas
principais causas de mortes por doengas infecciosas reportadas atualmente (WHO,
2016, WHO 2017).

No ano de 2016, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que cerca de 1,3
milhdo de pessoas morreram por conta da TB no mundo (WHO, 2017). A sua
ocorréncia esta relacionada, por exemplo, ao baixo indice de desenvolvimento humano
(IDH) caracterizado por condigBes sociais desfavordveis, ao baixo indice de
escolaridade, e a precéarias condicdes de habitacdo e satude (Guimaraes, 2015, San Pedro
et al., 2013). Tendo isto em vista, 0 nimero de casos incidentes de TB em 2016 para
cada 100.000 habitantes difere consideravelmente entre os paises (WHO, 2017) (Figura
1). As menores taxas de incidéncia ocorrem em paises ricos, como os da Europa
Ocidental, Canada, Estados Unidos da América, Australia, e Nova Zelandia. Os paises
sul-africanos apresentam as taxas mais elevadas, sendo acima de 300 para cada 100.000
habitantes. Brasil, Rissia, india, China e Africa do Sul (BRICS) representam, a nivel
mundial, quase 50% dos casos de TB (WHO, 2017). No caso do Brasil, assim como em
muitos paises do continente americano, hd uma incidéncia entre 25 e 99 casos para cada
100.000 habitantes. Aproximadamente 25 mil novos casos de TB foram notificados nas
capitais brasileiras, e Porto Alegre apresenta uma taxa de incidéncia de 80 para cada
100 mil habitantes (MS, 2017).

Outros fatores também estdo relacionados com a ocorréncia da TB, como a
migracdo de estrangeiros que residem em paises com altos indices de TB, e a reativacdo
de infeccOes latentes destes individuos, sendo, portanto, um problema global (Brennan,
1997).
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Figura 1. Taxas de incidéncia de TB, no ano de 2016.
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Fonte: Extraido de WHO, (2017).

1.1.1. Transmisséo e infeccdo

M. tuberculosis é transmitido através de aerossdis expelidos por individuos que
possuem a TB na forma ativa, que quando inalados por outros individuos, e ao
atingirem os pulmdes, sdo fagocitados por macrofagos alveolares ou por células
dentriticas (Young et al., 2008). Para se tornar infectado, basta a inalacdo de goticulas
de aerossois contendo um pequeno ndmero de micobactérias (Kaufmann, 2001). A
resposta imune do individuo, bem como, as caracteristicas da bactéria no que diz
respeito a viruléncia, determina se a doenca estara na forma ativa ou latente (Young et
al., 2008).

Quando o sistema imune esta funcionando corretamente, a infeccdo € contida nos
pulmdes, ocorrendo a formacéo de granulomas, onde macrofagos ativos e outras células
limitam os danos no d6rgéo e restringem a disseminagdo da micobactéria (Gengenbacher
et al., 2012, Smith, 2003, Saunders et al., 1999) (Figura 2 A). Assim é definida a TB
latente, onde ocorre a presenca de resposta imune contra o M. tuberculosis sem
evidéncia clinica de TB ativa (Getahun et al., 2015, Dye et al., 1999). No entanto,

individuos com TB latente apresentam risco de desenvolver a TB ativa, e
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consequentemente, de se tornarem transmissores da doenca, pois apesar de o granuloma
controlar o patdgeno, ele ndo chega a eliminar a doenca (Getahun et al., 2015). Assim, a
probabilidade de desenvolver a doenga € maior em pessoas infectadas com o virus da

imunodeficiéncia humana (H1V), devido a deficiéncia imune do paciente (WHO, 2017).

Figura 2. Granulomas (A) sélido, (B) necroso e (C) caseoso. A maturacdo dos
granulomas ocorre em diferentes velocidades, e normalmente culmina na coexisténcia
de todas as formas de lesdo durante a TB ativa. O granuloma caseoso perde a solidez
devido a deterioracdo do seu centro e acimulo de detritos da célula hospedeira. O M.
tuberculosis cresce para numeros elevados, e é liberado pelas vias aéreas através de

aerossois.

Parede fibrosa

Macréfago

Celula Epitelial

Fonte: Adaptado de Gengenbacher et al., (2012).

Segundo a OMS, em 2016 foi estimado que, a nivel mundial, 10% dos novos casos
de TB eram HIV positivos, e destes, a maior parte se concentra na Africa (WHO, 2017).
A proporgéo de casos de TB coinfectados com HIV também é maior na regido africana,
excedendo 50% em alguns paises sul-africanos (Figura 3). No caso do Brasil, chega a
19% os casos de coinfeccdo TB/HIV (Figura 3). Além do HIV, outros fatores exdgenos
podem comprometer o sistema imune do paciente (fumo, alcool e poluicdo),

aumentando assim, o risco de progressao da doenca (Narasimhan et al., 2013).
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Figura 3. Prevaléncia estimada de HIV em casos de TB, em 2016.
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Fonte: Extraido de WHO, (2017).

Em relacdo a TB ativa, h4 a formacédo de granulomas necroticos (estagios iniciais da
TB ativa) e caseosos (estdgios mais avancados da TB) que perdem a sua solidez, e
ocorre 0 aumento no nimero de micobactérias (Gengenbacher et al., 2012) (Figura 2 B
e C). Com isso, M. tuberculosis tem acesso aos capilares sanguineos e ao espaco
alveolar, abrindo caminho para a disseminagéo e transmissdo (Gengenbacher et al.,
2012). O individuo apresenta sintomas tipicos, como a tosse persistente (podendo ser
acompanhada de escarro sanguinolento), febre, sudorese noturna, e emagrecimento
(Ryu, 2015, WHO, 2014). O diagnostico da doenca geralmente pode ser feito atraves da
radiografia do torax, deteccdo no escarro, teste cutaneo da tuberculina, bem como, por

testes de diagnosticos moleculares (Ryu, 2015, Esmail et al., 2014).

1.1.2. Tratamento da doenca e o aparecimento de cepas de bactérias resistentes a

medicamentos

Diversos compostos com eficiéncia terapéutica contra a TB foram descobertos na
metade do século passado, gerando perspectivas de que erradicariam a doenga
(Blanchard, 1996). O mesmo ocorreu ao longo das ultimas décadas (com pouca

frequéncia), e diferentes regimes terapéuticos foram propostos (Ma et al., 2010). A
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Figura 4 representa o historico de descobertas de farmacos, e alguns dos principais
regimes terapéuticos propostos ao longo dos anos. Adicionalmente, como exemplo
recente, foi descoberto o composto Q203 que esta atualmente em estudos clinicos (Jang
et al., 2017, Pethe et al., 2013). No entanto, é possivel observar um namero limitado de
candidatos a farmacos antituberculose que apresentam novo mecanismo de acdo ao

longo dos Gltimos anos (Kumar et al, 2018).

Figura 4. Historico da descoberta de farmacos e do desenvolvimento de regimes de
tratamentos para a TB. Compostos que estdo em estagios iniciais de desenvolvimento
ndo sdo mostrados. A seta com linha tracejada representa um futuro regime terapéutico.
Os pontos vermelhos representam quando os farmacos foram reportados pela primeira

VezZ.
1952 1955 1960 1963
Isoniazida Cicloserina Etionamida Capreomicina
1954 1957 1961 1996 2005
i Canamicina Moxifloxacino TMC-20;
1943 Pirazinamida Etambutol 1982 7
Estreptomicina Ofloxacino 1992 2000
1951 Gatifloxaxino PA-824
Tiacetazona
oo lll?tgrzn icina 2006
l P OPC-67683
W
T T . T A
1940 1950 1960 1670 T 1980 T 1990 2000 2010 '
1960 2010
Acido aminosalicilico substituido por etambutol: Potenciais novos regimes terapéuticos
estreptomicina, isoniazida e etambutol 2-4 meses, tratamento oral?
18 meses de trat:
1952 1980
Primero regime: estreptomicina, dcido Estreptocimina substituida por pirazinamida:
aminosalicilico e isoniazida. isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol
24 meses de tratamento 6-8 meses, tratamento oral
1946 1970

Adicdo da rifampicina: estreptomicina, isoniazida,
rifampicina e etambutol
9-12 meses de tratamento

Primeiro estudo randomizado: Monoterapia
com estreptomicina levou a resisténcia

Fonte: Extraido de Ma et al., (2010).

A OMS, em meados de 1990, implementou um programa denominado Tratamento
Diretamente Supervisionado de Curta Duracdo, do inglés Directly Observed Treatment
Short course (DOTS). O DOTS é uma estratégia recomendada internacionalmente para
o controle da TB, sendo reconhecida como eficaz e custo-efetiva. Dentro desta

estratégia, € recomendado o tratamento utilizando farmacos denominados de primeira
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linha, que consiste em um regime terapéutico de 6 meses com os farmacos etambutol,
isoniazida (INH), pirazinamida, e rifampicina (RIF). Nestes 6 meses, durante 2 meses se
utiliza os quatro farmacos acima descritos. Nos 4 meses seguintes, se utiliza somente
INH e RIF (WHO, 2014). Segundo a OMS, as taxas de sucesso no tratamento chegam a
85% ou mais, se forem administrados corretamente durante o tempo requerido (WHO,
2016, WHO, 2017). Com isso, a maioria das mortes poderiam ser evitadas com o
tratamento adequado. O Brasil, contudo, tem apresentado as piores taxas de sucesso no
tratamento nos ultimos anos, juntamente com a Russia (WHO, 2015).

As falhas no sucesso do regime terapéutico estdo relacionadas com a duracéo,
complexidade, e efeitos adversos, contribuindo para o aumento de casos de TB
resistente a mdaltiplos medicamentos (MDR-TB), TB extensivamente resistente a
medicamentos (XDR-TB), e mais recentemente reportado, TB totalmente resistente a
medicamentos (TDR-TB) (Boogaard et al., 2009, Chan et al., 2002). Casos de MDR-
TB apresentam resisténcia a INH e RIF, e para o tratamento dos pacientes, recomenda-
se a utilizagdo de farmacos de segunda linha durante cerca de 20 meses (WHO, 2014).
Além de ser mais longo que o tratamento de primeira linha, o de segunda linha é mais
caro, toxico para os pacientes, e as taxas de sucesso nos tratamentos sao insatisfatdrias.
Nos casos de XDR-TB, além da resisténcia apresentada nos casos de MDR-TB, a
micobactéria é resistente a pelo menos uma fluoroquinolona, e a um dos farmacos
injetaveis de segunda linha (amicacina, canamicina, capreomicina) (WHO, 2017).
Individuos que possuem TDR-TB ndo respondem a nenhuma terapia padrdo disponivel
até o momento, permanecendo com a doenca mesmo ap0s o tempo preconizado de
tratamento com farmacos de segunda linha (Velayati et al., 2009). Os casos de
resisténcia sdo, portanto, mais dificeis de tratar, e por isso sdo considerados uma ameaca
ao controle e eliminacdo da TB (D’Ambrosio et al., 2015, Diel et al., 2012, Falzon et
al., 2013, Migliori et al., 2012, WHO, 2017).

Em relacdo aos ultimos anos, quanto a incidéncia dos casos de resisténcia, mais de
490.000 casos de MDR-TB ocorre todos os anos no mundo. Um total de 111.000
pacientes comegaram o tratamento contra a MDR-TB em 2014 (aumento de 14% em
relagdo ao ano 2015). Estima-se que no ano de 2015, aproximadamente, 9,5% dos casos
registrados de MDR-TB seriam, na realidade, XDR-TB (WHO, 2016). Em 2016,
600.000 pessoas apresentaram resisténcia a RIF, havendo também a necessidade de
iniciar o tratamento contraa MDR-TB (WHO, 2017).
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O desenvolvimento de farmacos para o tratamento da TB, principalmente para 0s
casos de infeccbes geradas por bactérias resistentes, € de grande importancia. Estes
novos compostos devem atingir 0s seguintes objetivos: menor duragdo de tratamento,
aumentar a adesdo do paciente (permitindo terapia intermitente), apresentar novos
mecanismos de acdo, e tratamentos curtos para os casos de TB latente (Mattelli et al.,
2010). Diversos regimes terapéuticos para o tratamento da TB e da MDR-TB estéo
sendo testados em ensaios de fase Il e fase Il e, além disso, novos testes estariam
iniciando em 2016, e candidatos a vacinas estdo em ensaios clinicos. No final de 2014,
43 paises reportaram o uso da bedaquilina (primeiro farmaco aprovado pela Food and
Drug Administration, FDA, em 40 anos) no tratamento de pacientes com MDR-TB
(WHO, 2015, Mahajan, 2013). Juntamente com a bedaquilina, a delamanid estd em
ensaios de fase Ill, tendo recebido aprovagOes aceleradas para o tratamento de MDR-
TB, onde 39 paises ja reportaram o seu uso até o final de 2015 (WHO, 2016). Em 2017,
0 nimero de paises que utilizaram a bedaquilina para tratar os casos de MDR-TB
passou para 89 (WHO, 2017). Além disso, outros candidatos a farmacos de diferentes
classes quimicas estdo sendo estudados (Wallis et al., 2016), e existem 17 compostos
em ensaios de fase I, Il e 11l (WHO, 2017).

Portanto, atualmente, esforcos estdo sendo realizados para introduzir novos
farmacos que possam alcancar os objetivos mencionados. Com o mesmo objetivo, foi
idealizado e sintetizado o composto pentaciano(isoniazida)ferrato(ll), denominado 1QG-
607.

1.2. O COMPOSTO IQG-607

O Composto 1QG-607 é um analogo da INH que, no estudo de novos candidatos a
farmacos, demonstrou ser um promissor agente anti-TB. A estrutura quimica do 1QG-
607 é semelhante a da INH, sendo que, a diferenca baseia-se na presenca do grupamento
cianoferrato ligado ao anel piridinico (Figura 5). O composto foi proposto para agir
contra os casos de M. tuberculosis resistente a INH, mais especificamente, cepas de
micobactérias que contém mutac6es no gene katG (Sousa et al., 2012, Rodrigues-Junior
etal., 2012, Sousa et al., 2005, Basso et al., 2010).
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Figura 5. Estruturas quimicas da INH (A) e do 1QG-607 (B).
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O mecanismo de ac¢do inicialmente proposto do 1QG-607 é semelhante ao da INH,
interferindo na biossintese de acidos micolicos, que sdo componentes essenciais da
parede celular da micobactéria (Banerjee et al., 1994; Rodrigues-Junior, 2014). O alvo
para essa inibicdo é a enzima codificada pelo gene inhA de M. tuberculosis, denominada
2-trans-enoil-ACP(CoA) redutase (InhA) (Vasconcelos et al., 2008, Rodrigues-Junior et
al., 2014). Sendo assim, a presenca do centro metalico na estrutura quimica do 1QG-607
seria capaz de mimetizar a ativacdo da INH pela acdo da enzima peroxidase-catalase da
micobactéria (KatG) in vitro, por promover uma reacdo de transferéncia de elétrons
frente a agentes oxidantes (Sousa et al., 2014, Vasconcelos et al., 2008, Oliveira et al.,
2006) (Figura 6). Reforgando isso, estudos de cinética enzimatica demonstram que o
composto ndo necessita da ativacdo pela KatG ou qualquer outra enzima para se ligar a
enzima InhA (Oliveira et al., 2004). Devido a esta caracteristica, espera-se que o 1QG-
607 consiga eliminar cepas resistentes de M. tuberculosis contendo mutac@es nos genes
katG e inhA.

Figura 6. Mecanismo de acao proposto do 1QG-607, mediado por ativacao redox.
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Fonte: Adaptado de Sousa et al., (2014).
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A atividade promissora do 1QG-607 foi observada em diversos experimentos, que
apresentaram resultados satisfatorios contra cepas selvagens e mutantes resistentes a
INH contendo mutages no gene inhA (Basso et al, 2010). O composto se mostrou
eficaz em modelo de macréfagos infectados com M. tuberculosis, com um efeito similar
ao da INH e RIF (Rodrigues-Junior et al., 2014). A eficacia in vivo foi observada em
camundongos infectados com M. tuberculosis H37Rv, onde ap6s a sua administracao
por via oral, levou a uma diminui¢cdo da carga micobacteriana nos pulmdes e bagos
destes animais. Ainda, o tratamento levou a reducdo no namero de granulomas nos
pulmdes apos a avaliacdo clinica macroscopica (Rodrigues-Junior et al., 2012) (Figura
7). Com esses resultados, podia-se assumir que o 1QG-607 estava sendo absorvido
quando administrado por via oral, e consequentemente, sendo capaz matar o bacilo M.

tuberculosis in vivo.

Figura 7. Imagens representativas de pulmdes de camundongos ndo infectados (A),
infectados com M. tuberculosis H37Rv e n&o tratados (B, C), tratados com INH (D) e
tratados com 1QG-607 (E, F).

Fonte: Extraido de Rodrigues-Junior et al., (2012).

Recentemente, novos experimentos foram realizados para avaliar a eficacia do 1QG-
607 contra cepas resistentes, utilizando oito cepas MDR-TB. Estes experimentos
demonstraram que as cepas eram resistentes ao 1QG-607, o que sugerem uma
associacdo entre mutagdo no gene KatG e o0 aumentos nos valores de CIM

(concentracdo inibitoria minima) observados (Abbadi et al., 2017). Experimentos de
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CIM e de infeccdo de macrofagos com uma cepa laboratorial demonstraram que a
mutacdo no gene KatG é suficiente para conferir resisténcia ao 1QG-607, e que o
ambiente intracelular dos macrofagos pode ndo ser suficiente para desencadear o
mecanismo de autoativacédo inicialmente proposto para 0 composto (Sousa et al., 2014).
Somado a isto, 0 1QG-607 também demonstrou atividade reduzida contra uma cepa de
M. tuberculosis que superexpressa a proteina mutante S94A InhA (mutagdo conhecida
por ser envolvida na resisténcia & INH) (Abbadi et al., 2017). Tendo isso em vista, 0
mecanismo de acdo do 1QG-607 inicialmente proposto (Sousa et al., 2014) precisa ser
melhor elucidado, pois esses novos experimentos sugerem que 0 COmposto necessita da
ativacdo pela enzima KatG para que consiga exercer a sua acao contra a enzima InhA.

O composto 1QG-607 vem demonstrando resultados interessantes quanto a sua
seguranca, onde evidéncias experimentais demonstram que 0 composto ndo apresenta
toxicidade apds a administracdo de doses usuais (25 mg/kg) e acima (500 mg/kg) das
administradas de INH em camundongos, enquanto que a INH, na dose de 250 mg/kg
levou a morte 80% dos camundongos (Basso et al., 2010). Indicios favoraveis quanto a
sua seguranca também foram obtidos, quando foi avaliada a sua toxicidade em ratos, no
qual se administrou doses repetidas durante 90 dias. Como resultado, ndo houve
evidéncia de sinais toxicos graves (Rodrigues-Junior et al., 2017a). Somado a esses
dados, um estudo pré-clinico toxicoldgico em espécie suina (mini pigs) foi realizado,
apos administracdo de uma unica dose de 1QG-607 (220 mg/kg) e doses repetidas
durante 90 dias, e ndo foi observado morte ou morbidade (Rodrigues-Junior et al.,
2017h).

O composto pode, ainda, se tornar um medicamento de administragéo oral, pois
resultados favoraveis foram obtidos quanto a sua estabilidade em meio 4cido (pH < 2.0),
mostrando um equilibrio acido-base reversivel de grupos cianetos (CN) com um pKa de
2.3 (Basso et al., 2010, Oliveira et al., 2004).

Os resultados obtidos nos estudos realizados até o0 momento com o 1QG-607, além
de sua possivel producdo em grande escala (Basso et al., 2010), indicam ser um bom
candidato para ser testado em estudos clinicos e tornar-se, futuramente, um novo agente
antimicrobiano no mercado. Diferentes etapas de desenvolvimento ainda devem ser
realizadas para que tal objetivo seja alcangado, e dentre elas, a determinacdo de seus

parametros farmacocinéticos.
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1.2.1. Meétodos de deteccédo do composto 1QG-607

A deteccdo do composto 1QG-607 foi realizada utilizando a voltametria (Dadda et
al., 2015), técnica bastante explorada na analise de compostos com caracteristicas
semelhantes ao composto (Leandro et al., 2009, Pirzad et al., 1994, Toma et al., 1977).
No entanto, esta técnica apresenta limitaces quando a tentativa de deteccdo em fluidos
bioldgicos € realizada.

As dificuldades de detectar complexos de pentacianoferrato por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) também sdo reportadas na
literatura, onde ndo é possivel detectar a razdo massa/carga (m/z) dos ions formados,
devido a perdas de cianeto, mudancgas no estado de oxidagdo do ferro, dentre outros
(Henderson et al., 2005). Diversas tentativas de analisar o0 composto por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas pelo grupo de pesquisa envolvido no
seu estudo, utilizando diferentes colunas cromatograficas C-18, e de troca ibnica. As
dificuldades encontradas foram enormes, devido a alta polaridade do composto, o que
estaria dificultando a sua retencdo nas colunas utilizadas até entao.

No decorrer dos experimentos, o grupo de pesquisa alcangou éxito ao encontrar a
coluna e o método adequados para a detec¢do e quantificacdo do 1QG-607 por CLAE;
cabe ressaltar que, durante 14 anos, pesquisadores brasileiros vém dedicando-se ao
estudo do composto. Até entdo, nenhum método se mostrou aplicavel a deteccdo de tal
molécula, sendo assim, a deteccdo do composto por CLAE pelo grupo de pesquisa € um
achado importante que abre caminho para iniciar os estudos de farmacocinética,

avancando nos estudos pré-clinicos.

1.3. DERIVADOS QUINOLINICOS

Os derivados quinolinicos tém demonstrado uma interessante atividade contra uma
série de doencas, incluindo a TB (Lilienkampf et al., 2009). Esses compostos possuem
um anel benzénico e uma piridina germinados (ndcleo quinolinico) (Figura 8), que esta
presente, por exemplo, em farmacos de segunda linha contra a TB, como as
fluoroquinolonas (gatifloxacino, levofloxacino, moxifloxacino, e ofloxacino) (Kumar et
al., 2014, Aubry et al., 2004). Esses farmacos sdo também prescritos em combinagoes
com farmacos de primeira linha, e com outros farmacos de segunda linha (Adhvaryu, et
al., 2011). Também € pertencente a classe dos compostos quinolinicos, a bedaquilina,

recentemente aprovado pela FDA como um novo farmaco para o tratamento da MDR-
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TB (Matteelli et al., 2010, Mahajan, 2013). Outros derivados quinolinicos estdo sendo
estudados por diferentes grupos de pesquisa (Black et al., 2008), pois apresentam-se
como um interessante grupo para o desenvolvimento de compostos candidatos a

farmacos com acéo anti-TB.

Figura 8. Estrutura quimica do nucleo quinolinico.
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Alguns estudos publicados apontam que o mecanismo de acdo dos derivados
quinolinicos geralmente esta relacionado com a inibicdo da DNA girase (topoisomerase
I1) micobacteriana (Collin et al., 2011; Emmerson et al., 2003), uma enzima que regula
mudancas topoldgicas e conformacionais no DNA, essencial em processos celulares
como replicacdo, transcricdo, segregacdo cromossdmica, e mitose (Wang, 1996, Watt et
al., 1994). Novos compostos que inibem a topoisomerase bacteriana, que ndo possuem
0 nucleo quinolinico, estdo sendo estudados por grandes empresas (Johnson and
Johnson e Pfizer) (Gomez et al., 2007, Miller et al., 2008). No entanto, ainda ndo se
sabe o nivel de sucesso clinico que sera alcancado, e se sera 0 mesmo apresentado pelas
fluorquinolonas (Collin et al., 2011). Ainda, em relacdo ao mecanismo de acgéo, outros
estudos apontam que um alvo de derivados quinolinicos é o complexo citocromo bcl
(mais especificamente, a proteina QcrB, uma subunidade essencial do complexo bcl),
que esta envolvido no transporte de elétrons na cadeia respiratdria do bacilo (Subtil et
al., 2017). O estudo chegou a essa conclusdo através da selecdo de mutantes
espontaneos resistentes a um derivado quinolinico, seguido por sequenciamento
completo do genoma, corroborando com o estudo realizado por Phummarin et al.,
(2016), que identificou o complexo bcl como alvo das 2(quinolin-4-iloxi) acetamidas.

O grupo GlaxoSmithKline (GSK) reportou um grupo de quinoloxiacetamidas
(QOA), que possuem um nucleo quinolinico, com CIMs contra M. tuberculosis H37Rv
menores que 1 UM e baixo indice de citotoxicidade (IC50) em células HepG2 (IC50 >
50 uM). Uma das quinoloxiacetamidas descobertas pelo grupo GSK, a GSK358607A
(QOA) (Figura 9), apresentou um CIM de 0,7 uM e um bom indice de seletividade
(Ballell et al., 2013). Tendo isso em vista, 0 nosso grupo de pesquisa tém planejado e
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sintetizado estruturas quimicas a partir do composto lider GSK358607A, estimulado
pelos resultados favordveis reportados, somado aos resultados apresentados pelos
diversos derivados quinolinicos e andlogos que ja foram sintetizados e avaliados contra
M. tuberculosis sensivel e MDR-TB (Singh et al., 2014, Senthilkumar et al., 2009).

Figura 9. Estrutura quimica da GSK358607A (QOA).
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Alguns dos derivados quinolinicos sintetizados pelo nosso grupo (2-(quinolin-4-
iloxi)acetamidas) apresentaram atividade in vitro contra cepas de M. tuberculosis
sensiveis e resistentes, com valores de CIM menores que 0,2 uM. Além disso, esses
compostos também ndo afetaram significativamente a viabilidade celular de células
eucaridticas Vero e HepG2 (87-97% e 64-95% de viabilidade, respectivamente),
apresentaram resultados favoraveis em ensaio de permeabilidade em membrana
artificial paralela (PAMPA) (1.3-13.1 10°® cm/s), estabilidade metabélica in vitro (12.7-
16.9 mL/min/kg), e reducédo estatisticamente significante em unidades formadoras de
colbnias (UFC) comparados com grupos controle (Pissinate et al., 2016; Giacobbo et
al.,, 2017). Os compostos sdo o0s seguintes: N-(4-bromofenil)-2-((6-metoxi-2-
metilquinolina-4-il)oxi)acetamida (INCT-TB469), N-(2,3-Dih idro-1H-inden-5-il)-2-
((6-metoxi-2-metilquinolina-4-il)oxi)acetamida (INCT-TB542), 2-((6-metoxi-2-
metilquinolina-4-il)oxi-N-(p-tolil)acetamida (INCT-TB576), 2-((6-Metoxi-2-
metilquinolina-4-il)oxi)-N-(4-propil fenil)acetamida (INCT-TB551) e 2-((6-Metoxi-2-
metilquinolina-4-il)oxi)-N-(4-pentilfenil)acetamida (INCT-TB596) (Figura 10). Vale
ressaltar que os compostos avaliados apresentaram uma atividade maior contra cepas de

micobatéricas resistentes (PE-003), do que contra cepas sensiveis (H37Rv).
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Figura 10. Estruturas quimicas dos compostos (A) INCT-TB469, (B) INCT-TB542, (C)
INCT-TB576, (D) INCT-TB551, e (E) INCT-TB596.
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Portanto, entre os derivados quinolinicos reportados (Pissinate et al., 2016;
Giacobbo et al., 2017), o grupo de pesquisa escolheu as moléculas lideres citadas
anteriormente (Figura 10, baseando-se nos promissores resultados de atividade in vitro
baixa citotoxicidade em celulas de mamiferos, e também em ensaios de estabilidade
metabolica). Ainda, foram avaliadas as sequéncias de bactérias resistentes a molécula
INCT-TB551, e os resultados apontaram indicativos sobre seu mecanismo de acao
(Subtil et al., 2017). De forma importante, foram realizados experimentos que
demonstraram que os compostos INCT-TB469, INCT-TB542, INCT-TB576, INCT-
TB551, e INCT-TB596 ndo apresentaram atividade contra M. tuberculosis em
camundongos infectados (dados ndo publicados). Diante deste contexto, o grupo de
pesquisa quis avaliar se esta classe de moléculas possui potencial para ser absorvida
ap6s a administracdo oral neste modelo in vivo, e consequentemente, chegando a
corrente sanguinea dos animais, uma vez que, compostos precisam primeiro entrar na
corrente sanguinea para entdo serem distribuidos para os seus sitios de acdo (Tracy,
2003, Workman et al., 2015). Inicialmente, escolhemos o composto INCT-TB551 para
0s ensaios de detecgédo pois os resultados de atividade in vivo apontam uma tendéncia na
diminuicdo das UFC, especialmente nos bagos dos animais (dados néo publicados). De
forma importante, a molécula INCT-TB551 apresentou sinergismo farmacoldgico in
vitro com o farmaco rifampicina (Giacobbo et al., 2017), o que sugere esta molécula
como importante lider da série.

A avaliacdo da absorcdo de novos compostos pela via oral € importante, tendo em
vista a facilidade de administracdo pelos pacientes caso se tornem novos medicamentos

(Press et al., 2008). Portanto, foi avaliado neste trabalho a possibilidade de detecc¢éo do
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composto INCT-TB551 em plasma de camundongos apds a administracdo por via oral,
avaliando sua absorcdo (curva temporal dos niveis plasmaticos), e consequentemente,
corroborando para investigar se serd um candidato para o futuro desenvolvimento de

farmacos de administracao oral.

1.4. FARMACOCINETICA

A farmacocinética é uma ciéncia que utiliza modelos matematicos para descrever a
cinética, mostrando a evolugdo temporaria do farmaco e/ou seus metabdlitos no
organismo (Ruiz-Garcia et al., 2007). Mais precisamente, a ciéncia estuda a evolucéo
temporéaria da absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo (ADME) do farmaco
(DiPiro et al., 2010). E um campo de estudo importante para investigar o perfil de
disposi¢do do farmaco no organismo, e que pode ser influenciado por condigdes clinicas
(género, espécie, idade, doencas) (Fan et al., 2014).

A concentracdo de um farmaco pode ser determinada no sangue total, plasma, urina,
saliva, e/ou outros fluidos biolégicos. Mudangas na concentracdo plasmatica de um
farmaco refletem em mudancgas na sua concentracdo no sitio de acdo, bem como, em
outros tecidos. Consequentemente, quando a concentracdo plasmatica aumenta, a
concentracdo em diversos tecidos ird aumentar proporcionalmente (DiPiro et al., 2010),
se for um processo de difusao.

Na farmacocinética, existem quatro tipos de abordagens principais que descrevem
matematicamente a cinética dos farmacos no organismo: compartimental, ndo
compartimental, fisiolégica e populacional (Allen Jr., 2013). A farmacocinética
compartimental descreve através de modelos matematicos 0 movimento do farmaco no
organismo considerando os compartimentos (tecidos ou fluidos) que podem receber o
farmaco com diferentes velocidades, e que apresentam a mesma afinidade pelo
composto. Para utilizar a analise compartimental, é necessario ter um perfil
farmacocinético completo de um mesmo/Unico individuo. Na farmacocinética néo
compartimental, a distribuicdo do farmaco é descrita utilizando a média de parametros
de tempo e concentragdo, tipicamente no plasma, utilizando-se equagdes matematicas
que fornecem um conhecimento descritivo da substdncia em estudo sem assumir o
nimero de compartimentos. Desenvolvida com base na teoria dos momentos
estatisticos, este € 0 método de escolha primario no estudo de novos farmacos, sendo,

portanto utilizado em estudos iniciais de farmacocinética, e mais comumente utilizado
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pela industria farmacéutica em estudos de fase pre-clinica, podendo ser aplicada a
qualquer conjunto de dados farmacocinéticos. J& a abordagem fisiologica, descreve a
disposicdo do farmaco em termos de parédmetros fisioldgicos realisticos (fluxo
sanguineo, e coeficiente de particdo tecidual, por exemplo). E Gtil quando se conhece as
concentragdes do farmaco em diferentes tecidos, levando em consideracdo a
distribuicdo do farmaco nos tecidos. No caso da farmacocinética populacional, se estuda
a variabilidade entre individuos (estudo pré-clinico ou clinico) e de que forma essa afeta
as concentracdes do farmaco na populagéo alvo (Allen Jr., 2013, Milone, 2012, Riviere,
2011, DiPiro et al., 2010, Ruiz-Garcia et al., 2007, Kwon, 2001, Sheiner et al., 1999,
Gibaldi et al., 1982).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos é longo, e durante este periodo,
a aplicacdo da abordagem farmacocinética € crucial durante os estagios iniciais do
desenvolvimento, que sdo os estudos pré-clinicos, e de fase I e 11 (Groulx, 2006, Ette et
al., 2004). A farmacocinética é abordada na descoberta de novos farmacos, sendo
utilizada em todas as etapas da descoberta e desenvolvimento. Se um novo candidato a
farmaco parece promissor, o seu perfil farmacocinético sera avaliado pré-clinicamente.
Consequentemente, se o perfil farmacocinético for adequado, o mesmo perfil sera
avaliado em humanos. Se este mesmo candidato possui um perfil farmacocinético que
sugere algum problema no futuro, é preferivel que as falhas aparecam nos estagios
iniciais do processo de desenvolvimento. Portanto, uma estratégia importante, é avaliar
o perfil farmacocinético de novos candidatos a farmacos nos estagios iniciais do
desenvolvimento, tendo em vista que uma das razGes mais comuns para a ndo
continuidade em estudos clinicos, de acordo com alguns estudos, é o perfil
farmacocinético inadequado (Turner, 2007, Walker, 2004). Apesar disso, outros estudos
apontam que o perfil farmacocinético pode ndo ser tdo determinante para o sucesso de
um candidato a farmaco em estudos clinicos, pois ha outros determinantes envolvidos,
como por exemplo, a eficicia e a toxicidade (Arrowsmith et al., 2013, Kola et al.,
2004).

O principal objetivo da analise farmacocinética é obter uma série de parametros que
descrevam o comportamento cinético de um farmaco/candidato a farmaco ap6s a sua
administracdo (Ruiz-Garcia et al., 2007). Para a determinacdo dos parametros, o
desenvolvimento de um método bioanalitico é necessario para detectar e obter
resultados confiaveis na quantificagdo do composto de interesse, e assim, realizar a

correta interpretacdo dos resultados.
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1.4.1. Parametros farmacocinéticos

Com base nos parametros farmacocinéticos que podem ser calculados, falando
especificamente dos que foram utilizados neste trabalho (ndo compartimentais), a
concentracdo maxima determinada do farmaco no fluido bioldgico (Cmax) ao longo do
tempo, e o tempo apds a administracdo em que o farmaco alcangou a sua Crax (Tmax)
(Figura 11) (DiPiro et al., 2010, Dixit, 2007, Shargel et al., 2012), foram obtidos
diretamente dos dados experimentais (curva da concentracdo em funcdo do tempo).
Com a curva da concentracdo em funcédo do tempo obtida, é possivel calcular a area sob
a curva (ASC) (Figura 11).

Figura 11. Curva da concentracdo plasmatica do farmaco em funcéo do tempo.
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Fonte: Adaptado de Shargel et al., (2012).

A ASC representa a exposicao total do organismo ao farmaco integrada ao longo do
tempo, sendo uma medida do grau de absorcdo do farmaco ap6s a sua administracao
(Figura 11). Este € um pardmetro importante nos estudos farmacocinéticos e
farmacodindmicos, sendo um indicador de biodisponibilidade do farmaco ou
metabdlitos presentes no organismo, e é requerido para a determinagdo de outros
parametros farmacocinéticos (Page et al., 2008, Ratain et al., 2003, Gunaratna, 2001,
Bailer, 1988).

A ASC do tempo zero, até o ultimo tempo em que a concentragdo do farmaco no
fluido bioldgico foi determinada (ASCy_i), pode ser calculada aplicando a “regra
trapezoidal” na rea gerada, quando se relaciona a concentragdo em funcéo do tempo. A

Figura 12 (DiPiro et al., 2010) mostra um exemplo de administracdo intravenosa (i.v.),
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onde as pequenas areas (trapezoides) podem ser medidas utilizando a “regra
trapezoidal” para estimar a ASC, conforme a equagdo 1 (Paradkar et al., 2008, Dixit,
2007, Kwon, 2001). Os trapezoides séo calculados individualmente, e a equagdo segue
até o ultimo tempo em que amostra foi quantificada no fluido bioldgico (de acordo com
0s tempos de coleta do estudo), para depois soma-los, e assim, obter a ASC,_.; (equacédo
1).

ASCoue = [(A52) x (6 — )| + [(B52) x (e — )| + -+ [(F552) x (e — )| ()

onde C é a concentracdo determinada, t € o tempo ap6s a administracdo do farmaco em

que a amostra foi coletada, e t é o tltimo tempo de coleta.

Figura 12. (A) A concentracdo plasmatica de um farmaco em funcéo do tempo pode ser

dividida em uma série de trapezoides. (B) Calculo da area de um trapezoide.
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Fonte: Adaptado de DiPiro et al., (2010).

O perfil da concentracdo plasmatica de um farmaco em funcao do tempo é diferente
para doses intravenosas e orais (Figura 13) (Gunaratna, 2001). Durante a administracao
de um farmaco pela via i.v., ndo ha fase de absorcdo, e 100% do farmaco estara
rapidamente biodisponivel, sendo, portanto, administrado sempre uma dose menor ou
igual do que aquela administrada na via oral (Dixit, 2007). J& na administracdo pela via
oral (via de administracdo predominante), e por outras vias, a entrada na corrente
sanguinea é mais lenta, por ter uma absor¢do gastrointestinal incompleta ou por sofrer,

por exemplo, metabolismo de primeira passagem no figado (Baca et al., 2011).
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Figura 13. Representacdo esquematica dos perfis farmacocinéticos para

farmacos/substancias administradas por via oral ou intravenosa.
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Fonte: Adaptado de Gunaratna, (2011).

Com o valor de ASC,_, obtido, € possivel extrapolar a area a um tempo infinito
(ASCy—), a partir do ultimo tempo de coleta em que o farmaco foi analisado apds a sua
administracdo. Assim, através da equacgdo 2, se obtém a area sob a curva extrapolada
(ASCex), estimando qual seria 0 seu valor contando a partir da dltima concentragdo
determinada do farmaco no estudo (Figura 14). Quando somada com a ASCy_, Se
obtém a ASCy_.., (equacdo 3) (DiPiro et al., 2010).

C;
ASCext = = (2)

ASCy_,00 = ASCyoy + ASCeyy ?)

onde C; refere-se a concentracdo determinada do farmaco no ultimo tempo de coleta da

amostra, e Ke é a constante de eliminacéo.
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Figura 14. Representacdo esquematica da area terminal de uma curva de concentracao

em funcdo do tempo apds a administracdo intravenosa de um farmaco.
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Fonte: Adaptado de DiPiro et al., (2010).

A Ke, por sua vez, ¢ a fracdo do farmaco que é removido do organismo por unidade
de tempo. Este parametro farmacocinético é possivel estimar utilizando a equacdo 4
(DiPiro et al., 2010).

—Ke = &= (4)

onde In é o logaritmo natural, C; e C; sdo as concentra¢des da porcao terminal do perfil
da concentracdo plasmatica versus tempo determinadas do farmaco no fluido bioldgico,
e t; e t; sdo 0s tempos que correspondem a porcao terminal do mesmo perfil (onde C; e

C, foram determinadas).

O tempo de meia vida (t;2) € 0 tempo necessario para que a concentracdo do
farmaco no fluido bioldgico se reduza pela metade. Este pardmetro é, por vezes,
relacionado com a sua duracdo de acédo, fornecendo a informacéo de quando outra dose
pode ser administrada. A determinagéo do ty, pode ser feita matematicamente quando se
conhece a Ke, aplicando a equacédo 5 (DiPiro et al., 2010, Dixit, 2007, Kwon, 2001).

0.693
Ke

()

ti2 =

onde 0.693 é o logaritimo natural de 2 (constante matematica).
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O tempo de residéncia médio (TMR) € o tempo médio em que as moléculas do
farmaco permanecem no organismo na sua forma intacta (Mutschler et al., 1995). Pela
via oral, o farmaco reside mais tempo no organismo, pois leva em consideragdo o tempo
de absorcao antes de atingir a circulacdo. Ndo € um parametro frequentemente utilizado
na préatica clinica para 0 monitoramento de pacientes, mas pode ser utilizado para
observar o efeito de uma doenca, de um estado fisioldgico alterado, ou da interacéo
farmaco-farmaco, na farmacocinética de um farmaco especifico. O TMR pode ser
calculado através da equacéo 6 (DiPiro et al., 2010, Paradkar et al., 2008, Kwon, 2001).

ASMCp5 00
ASCooro0

TMR = (6)

onde ASMCy_.., € a &rea sob a curva do primeiro momento do tempo zero ao infinito.

A ASMC ndo tem significado fisiologico, sendo apenas utilizado para que seja
possivel calcular o TMR. Portanto, para calcular o TMR, como mostrado anteriormente,
€ necessario obter a ASMCgy_,... Antes disso, é necessario obter o valor da area sob a
curva do primeiro momento do tempo zero até o ultimo tempo em a concentragdo do
farmaco foi determinada no fluido biolégico (ASMC,_,) aplicando-se a regra
trapezoidal, assim como o calculo da ASCy_; (equacdo 7). Com o valor da ASMCy_,
obtido, a ASMCy_., € calculada conforme a equacao 8. A area sob a curva do primeiro
momento extrapolada (ASMC.y;) é fornecida através da equagdo 9 (DiPiro et al., 2010,
Kwon, 2001).

ASMCy. = [(C3R0Y o (g, )] 4 [(CH2HO) s, _ e] 4 [(C2028C0) (5] (7)
ASMCO_)OO = ASMCO_)t + ASMCeXt (8)
ASMCeye = {10 4 & ©)

onde C; refere-se a concentracdo determinada do farmaco no ultimo tempo de coleta da

amostra (t;).


http://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&text=Ernst+Mutschler&search-alias=books&field-author=Ernst+Mutschler&sort=relevancerank
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Para a obtencdo de alguns parametros farmacocinéticos por abordagem nao
compartimental, como a biodisponibilidade (F (%)), o volume de distribuicdo (\Vd), e o
clearance (CL), a administracdo do composto em estudo precisa ser feita pela via i.v.
Algumas autoridades regulatérias exigem a administracdo i.v. de candidatos a farmacos
para a obtencdo desses parametros, mesmo que 0 objetivo ndo seja desenvolver um
medicamento para ser administrado pela via i.v. (Rolan et al., 2009).

A F (%) representa a quantidade total do fa&rmaco que € absorvido e atinge a
circulacdo sistémica. Para a obtencdo deste parametro é necessario a administracdo do
composto pela via i.v., obtendo a sua area sob a curva extrapolada a um tempo infinito
(ASCyp_ iv). Logo, se administra 0 composto por uma via extravascular, como por
exemplo, a oral, e se obtém a sua ASCo_. ora- Com as duas ASCs obtidas, se aplica a
equacdo 10, obtendo-se a biodisponibilidade absoluta (F(%)). Compostos administrados
pela via i.v. apresentam F (%) de 100%. Compostos administrados por outras vias
apresentam uma menor F (%), ja que podem sofrer diferentes processos (efeito de
primeira passagem intestinal e hepatica, taxa de dissolucgdo, e presenca de alimentos, por
exemplo) até atingirem a circulacdo sisttmica (Cannon, 2007, Dixit, 2007, Herber,
1996, Kwon, 2001, Shen, 2010).

F(%) — ASCO—N)O oral X Dosei.v. % 100% (10)

ASCose0iv. Dosegral

onde Dose;,. € a dose administrada pela via i.v., e Dosey, € a dose administrada pela via

oral.

O volume de distribuicdo no steady-state (Vdss) € o volume em que o farmaco se
distribui no organismo, indicando o quanto o farmaco esta presente no sistema
extravascular (tecidos). E o volume de sangue/plasma necessério para conter o farmaco
no organismo na mesma concentracdo identificada no fluido biologico. Para se obter
uma estimativa do Vdss, se aplica a equacdo 11 (Dhillon et al., 2006, Dixit, 2007,
Kuhlman et al., 1996).

Vdss = TMR x CL (11)
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O CL é definido como o volume de sangue/plasma do qual o farmaco é removido
do organismo, por unidade de tempo, informando a eficicia de eliminacdo do farmaco
do organismo. Este parametro é independente da via de administracdo, e é calculado
levando em consideracdo a concentracdo determinada versus tempo apdés a
administracdo i.v. (equacdo 12). No caso da administracdo extravascular (oral, por
exemplo), o CL precisa ser normalizado para a biodisponibilidade, de acordo com a
equacéo 13 (Dixit, 2007, Kuhlman et al., 1996, Wilkinson, 2001).

Dose;y.
L= o (2
CL = 205CoraixF (13)

ASCo-0 oral

Até o presente momento, ndo havia estudos de farmacocinética do composto 1QG-
607, e dos novos derivados quinolinicos sintetizados pelo grupo de pesquisa, sendo

estes, portanto, os proximos passos realizados pelo nosso grupo.
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2. JUSTIFICATIVA

Com o surgimento e disseminacdo de casos de TB resistentes, devido a regimes
terapéuticos inapropriados e a ndo adesdo dos pacientes aos medicamentos
correntemente utilizados, se torna imprescindivel o desenvolvimento de novos farmacos
anti-TB. Neste contexto, os resultados favoraveis obtidos até o presente momento com o
IQG-607, somado a sua possivel producdo em grande escala (Basso et al., 2010),
sugerem o composto como sendo um candidato promissor para estudos pré-clinicos e
clinicos. Além disso, os resultados anti-TB muito promissores (in vitro), bem como, 0s
resultados de toxicidade celular favoraveis também obtidos com o derivado quinolinico
INCT-TB551 sintetizado pelo nosso grupo de pesquisa (Giacobbo et al., 2017),
sugerem a molécula como um candidato a farmaco promissor. No entanto, recentes
experimentos demonstraram que 0 composto ndo apresentou atividade contra M.
tuberculosis em camundongos infectados, tornando-se necessario avaliar se haveria
absorcdo do composto apds a administracdo oral.

Os compostos 1QG-607 e INCT-TB551 parecem promissores, € surgem como
moléculas lideres para o processo de desenvolvimento de farmacos. Diante deste
contexto, o estudo farmacocinético do composto 1QG-607 e a avaliacdo da absorcao
oral do composto INCT-TB551 foram objetivos a serem alcancados pelo grupo de
pesquisa envolvido nos seus estudos, contribuindo assim, para o avancando no estudo

desses compostos.
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3. OBJETIVOS

Desenvolver metodologias analiticas por CLAE para a quantificacdo dos compostos
IQG-607 e INCT-TB551, a fim de empregar em experimentos de farmacocinética e

avaliacdo da absorcéo oral, respectivamente.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a Desenvolver metodologia analitica por CLAE para a determinacdo do composto 1QG-
607 em plasma de camundongos.

b Realizar controle de estabilidade do composto no plasma de camundongos durante o
tempo e temperatura que as amostras serdo armazenadas no estudo de farmacocinética.

¢ Administrar o composto 1QG-607 por via endovenosa nos camundongos, e posterior
coleta dos plasmas em diferentes tempos, para a determinacdo das concentracfes do
composto.

d Administrar por via oral o composto 1QG-607 nos camundongos (em jejum e
alimentados), e posterior coleta dos plasmas em diferentes tempos, para a determinagéo
das concentracfes do composto.

e Determinar os parametros farmacocinéticos do composto 1QG-607 administrado por
via endovenosa e via oral.

f Desenvolver metodologia analitica para deteccdo do composto INCT-TB551 em
plasma de camundongos

g Administrar por via oral o composto INCT-TB551 aos camundongos (em jejum), para

posterior coleta dos plasmas em diferentes tempos, avaliando a sua absorc¢ao
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4. RESULTADOS

4.1. CAPITULO |
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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1QG-607
Anti-tuberculosis activity
Isoniazid analog

1Q0G-607 is an _analog of isoniazid with anti-tuberculosis activity. This work describes the development and
validation of an HPLC method to quantify pentacyano(isoniazid)ferrate(ll) compound (1QG-607) and the
pharmacokinetic studies of this compound in mice. The method showed linearity in the 0.5-50 pg/mL con-
centration range (r = 0.9992). Intra- and inter-day precision was << 5%, and the recovery ranged from 92.07 to
107.68%. 1QG-607 was stable in plasma for at least 30 days at —80 °C and, after plasma processing, for 4 h in
the auto-sampler maintained on ice (recovery = 85%). The applicability of the method for pharmacokinetic
studies was determined after intravenous (i.v.) and oral (fasted and fed conditions) administration to mice. 1QG-
607 levels in plasma were quantified at time points for up to 2.5 h. A short half-life (ti2) (1.14 h), a high
clearance (CL) (3.89 L/h/kg), a moderate volume of distribution at steady state (Vdss) of 1.22 L/kg, were ob-
served after i.v. (50 mg/kg) administration. Similar results were obtained for oral administration (250 mg/kg)
under fasted and fed conditions. The oral bioavailability (F), approximately 4%, was not altered by feeding.
Plasma protein binding was 88.87 = 0.9%. The results described here provide novel insights into a pivotal
criterion to warrant further efforts to be pursued towards attempts to translate this chemical compound into a
chemotherapeutic agent to treat TB.

1. Introduction patient's adherence to the treatment (WHO, 2016).
The pentacyano(isoniazid)ferrate(Il) compound (1QG-607) is an

Tuberculosis (TB), caused mainly by Mycobacterium tuberculosis, is isoniazid (INH) analog proposed to act against INH-resistant M. tu-

an infectious disease responsible for a significant number of deaths
worldwide (Pai et al., 2016). Lack of patients' adherence to the current
anti-TB therapy may result in treatment failure that contributes to the
increasing incidence of multidrug-resistant TB strains (Chetty et al.,
2017; Gandhi et al., 2010; Udwadia et al., 2012). Treatment of resistant
cases requires the use of second-line drugs, which are associated to a
higher incidence of severe adverse effects, lower cure rates, and longer
therapies (Pai et al., 2016; Chetty et al., 2017). Accordingly, there is an
urgent need for developing new anti-TB drugs, ideally an oral agent
effective against resistant TB and having fewer side effects to improve

berculosis strains containing mutations in catalase-peroxidase gene,
katG (Sousa et al., 2012; Rodrigues-Junior et al., 2012; Basso et al.,
2010; Sousa et al., 2005; Oliveira et al., 2004). 1QG-607 has shown in
vitro intracellular activity against M. tuberculosis-infected macrophages,
having a similar effect to that displayed by INH and rifampicin
(Rodrigues-Junior et al., 2014). 1QG-607 has also shown in vivo activity
after oral administration in M. tuberculosis-infected mice, and a decrease
in the mycobacterial load in lungs and spleens was observed, with a
significant reduction in the number of granulomatous lesions in the
lungs (Rodrigues-Junior et al., 2012). 1QG-607 has been shown to be

* Corresponding authors at: Av. Ipiranga 6681, Tecnopuc, Prédio 92A, 90619-900 Porto Alegre, RS, Brazil.
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stable in acidic medium (pH = 2.0) with a reversible acid-base equili-
brium of CN groups with a pK, value of 2.3 (Basso et al., 2010). It has
also been provided experimental evidence showing that 1QG-607 ad-
ministration results in both lower toxicity compared to INH in mice
(Rodrigues-Junior et al., 2012) and mild to moderate side effects after
repeated doses in rats (Rodrigues-Junior et al.,, 2017a) and minipigs
(Rodrigues-Junior et al., 2017b). Accordingly, IQG-607 may represent a
metallodrug candidate to be employed in the treatment of TB.

The data from preclinical pharmacodynamic studies with 1QG-607
(Rodrigues-Junior et al., 2012; Oliveira et al., 2004) and the large scale
method for its synthesis (Basso et al., 2010) were deemed encouraging
to pursue further efforts to advance this chemical compound in the
process of drug development. Pre-clinical pharmacokinetic studies are
of paramount importance in early phases of new drug development
(Andrade et al., 2016). The objectives of the present study were to
develop and validate a high performance liquid chromatographic
(HPLC) method for quantification of 1QG-607 in mouse plasma and to
elucidate the pharmacokinetic profile of this compound in mice.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

1QG-607 was synthesized with purity higher than 99%, and its
chemical structure was characterized according to Oliveira et al.
(2016). Trichloroacetic acid =99% was purchased from Sigma-Aldrich
(USA). Ammonium acetate P.A. = 98%, methanol =99%, and po-
tassium chloride (KCI) P.A. = 99.5% were obtained from Merck (Ger-
many). Sodium chloride (NaCl) P.A. = 98%, sodium phosphate dibasic
heptahydrate (Na,HPO,.7H,0) P.A. = 98%, and potassium phosphate
monobasic (KH,PO,) P.A. = 99% were from Synth (Brazil). Lyophi-
lized mouse plasma was purchased from Sigma-Aldrich (USA). Purified
water was prepared by the Milli-Q integral system (Millipore, Germany)
and distilled water was also used.

PBS solution was prepared by mixing appropriate amounts of NaCl,
KCI, Na,HPO, 7H,0 and KH,PQO, in distilled water.

2.2. HPLC analysis and sample preparation

The analysis of IQG-607 was carried out using a Dionex Ultimate
3000 HPLC controlled by Chromeleon software 6.80 SR11 version
(Thermo Scientific, USA), with autosampler and UV/Visible detector.
The chromatography separation was performed on a NUCLEODUR C18
Pyramid column, 4 > 250 mm, 5 um (Macherey-Nagel, Germany).
100 mM ammonium acetate containing 25% methanol was used as
mobile phase. The isocratic flow rate was 0.5 mL/min at 30 °Cand the
detection was at 500 nm. The autosampler temperature was maintained
at 6 °Cand the injection volume was 90 pL.

To each 100 pL of spiked plasma or test samples, 25 uL of tri-
chloroacetic acid (deproteinizing agent) was added and vortexed (or-
bital vortex) for 1min. The samples were then centrifuged at
13,000 rpm for 15 min at 4 °C. The supernatants were collected and
filtered through syringe flters, 0.22 pm (Millipore Millex-GV, Japan).
Additionally, 50 uL of Milli-Q water were passed through syringe filters
and were then injected into the HPLC system.

2.2.1. Selectivity, linearity, precision and accuracy determination

The selectivity was determined by analyzing blank plasma and
plasma spiked with 1QG-607 and was evaluated by comparing the
chromatograms, showing that no peaks for interfering compounds from
plasma were detected at the retention time of the analyte (approxi-
mately 3.5 min). To evaluate the linearity, the analytical curve in the
range of 0.5-50 pg/mL was constructed by spiking commercial blank
plasma with 1QG-607. Calibration curves were built by plotting peak
area vs 1QG-607 nominal concentrations. The precision and accuracy
(recovery) intra-assay were determined five times in the same day at
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three different concentrations (1, 25 and 40 pg/mL), and the inter-assay
was determined over three consecutive days at the same concentrations
(1, 25 and 40 pg/mL). The acceptance criteria were according to the US
Food and Drug Administration guidelines (US FDA, 2013); namely, the
precision determined at each concentration should not exceed 15% of
the coefficient of variation and the mean value should be within 15% of
the nominal value (85-115%) for accuracy.

2.2.2. Stability study

The stability of the compound in the spiked plasma (5 and 40 pg/
mL) at —80 °C (storage temperature of samples collected from mice
that received 1QG-607) was tested during a period of 30 days. Post-
processing stability was determined by analyzing the spiked plasma (5
and 40 pg/mL) in the autosampler over a period of 4 h. The post-pro-
cessing stability was also assessed maintaining the samples into a
container with ice over a period of 4 h. For these studies the samples
were processed in triplicate.

2.3. Pre-clinical pharmacokinetic study

The animal experimental protocol was approved by the Animal
Ethics Committee (CEUA/PUCRS protocol numbers 14/00415 and 14/
00427). Male CF-1 mice (25-30 g) were obtained from the Central
animal facility of Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(Brazil) and acclimatized. The cages (with 5 animals each) were
maintained at constant temperature (23 = 1 °C) in a humidity-con-
trolled room (60-80%) with a 12/12 h light/dark cycle (lights on at
7:00 AM), and food and water available ad libitum.

Twenty-one mice were used for the intravenous (i.v.) administration
of 1QG-607, which were divided in 7 groups, each one containing 3
animals/time-point. A single bolus dose (50 mg/kg) of the compound
(dissolved in 0.9% saline solution) was administered into the lateral tail
vein of the animals. At scheduled times (0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 0.75, 1
and 2 h) after dosing, animals were euthanized and blood samples were
collected into heparin tubes (BD Vacutainer, USA).

1GQ-607 was orally administered in fasting and nonfasting animals
(n = 21 mice/group) to evaluate whether feeding has any effect on the
pharmacokinetic parameters. In the nonfasting group, mice were al-
lowed free access to standard food and water, whereas mice in the
fasted group went through overnight fasting (12h). In both groups, the
compound was orally administered by gavage (250 mg/kg, dissolved in
0.9% saline solution), animals were euthanized, and blood samples
were collected at 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 1, 1.5 and 2.5 h post-dosing into
heparin tubes. In both fasting and nonfasting conditions three mice
were used per time-point, and blood samples were collected into he-
parin tubes. All plasma samples were obtained by centrifugation at
10,000 rpm for 10 min to remove blood cells, and stored at —80 °C
until analysis.

Non-compartmental analysis of the data was performed using the
software Phoenix @v. 64 (Pharsight) to determine the following pharma-
cokinetic parameters (Shargel et al., 2005; DiPiro et al., 2010): elimination
rate constant (Ke); elimination half-life (t,,»); area under the compound
plasma concentration-time curve (AUC, _,  and AUC, _, ..), mean re-
sidence time (MRT), clearance (CL) and volume of distribution at steady
state (\Vdss). The peak concentration of drug in plasma (C) and time to
reach Ca (Tmax) Were directly obtained from the concentration-time
plots. Oral bioavailability (F) was obtained from the ratio of the dose
adjusted AUCs of the fasting and nonfasting states to the i.v dose. Oral
bioavailability (%F) was calculated using the dose adjusted AUC, _, .,
ratio between oral and i.v. dosing (%F = (AUC, _, oopoy/ AUCq _, o(ivy)
(Dosey) / Dose,))100%). AUC, _, 0y Fepresents area under the curve
from time zero to infinity after oral administration (fasting or nonfasting),
and AUC, _, vy represents area under the curve from time zero to in-
finity after intravenous administration, Dose,, is the dose administered
orally (250 mg/kg, for both fasting and nonfasting groups), and Dose, is
the dose administered intravenously (50 mg/Kg).
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2.4. Plasma protein binding

1QG-607 plasma protein binding was determined by ultrafltration
using Centrifree ultrasiltration devices (Millipore, Germany). Prior to
data collection, membranes of the filtration devices were saturated with
1QG-607 (50 pg/mL in PBS) to avoid its adsorption. In this pre-satura-
tion procedure, 400 uL of 1QG-607 solution were added to the devices
and centrifuged at 5000 rpm for 10 min, followed by three centrifuga-
tions with 1 mL of ultrapure water, under the same conditions. The pre-
saturation efficiency was then tested, in which PBSsolution and known
concentrations of 1QG-607 in PSB were filtered using the pre-saturated
membranes and were analyzed. IQG-607 was not detected in the PBS
blank solution and the recovery of the 1QG-607 solution was between
90 and 110% in test solutions.

To determine the protein binding, 400 uL of spiked plasma (25 and
50 pg/mL) were homogenized and transferred into each pre-saturated
ultranltration device. A volume of 100 pL of each spiked plasma was
withdrawn, processed and analyzed by HPLC to determine the total
chemical compound concentration. The volume remaining in the ul-
tranltration devices was centrifuged at 5000 rpm for 10 min at 25 °C,
and 100 pL of the ultranltration was analyzed by HPLC to determine the
free drug concentration. A standard curve of the 1QG-607 in PBS solu-
tion was constructed (0.5-50 pg/mL) to quantify the ultranltrates
(r =0.9992). One minus the ratio between free and total 1QG-607
concentrations represent the fraction of 1QG-607 bound to plasma
proteins. All experiments were performed in triplicates.

3. Results and discussion
3.1. Method validation

The chromatograms of blank plasma and 1QG-607 in plasma (50 pg/
mL) showing the method selectivity are presented in Fig. 1. The chro-

matograms demonstrate the absence of any interfering peak and a sharp
peak for IQG-607 at retention time of approximately 3.5 min.
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The calibration curves were linear in the range investigated
(r =0.9996), and the limit of detection (LOD) and quantification
(LOQ) was 0.2 and 0.5 pg/mL, respectively. The intra- and inter-assay
precision of 1QG-607 determination are presented in Table 1, in which
the coefficient of variation was << 5% and the accuracy (recovery)
ranged from 92.07 to 107.68% in the spiked samples. In some cases, the
recovery is = 100%. This can be attributed to small variations in the
preparation of standard solutions, sample pre-treatment, and in the
analytical system. However, according to the FDA guidelines (US FDA,
2013), the method can be considered precise and accurate.

The results for chemical stability showed that 1QG-607 is stable in
plasma for at least 30 days at —80 °C (recovery = 85%) (Table 2).
After plasma processing, the compound was stable for 4 h in the auto-
sampler as well as on ice at bench top (recovery = 85%) (Table 2).
These stability results provided the experimental conditions to carry out
the analysis of 1QG-607 in the mouse plasma for pharmacokinetic stu-
dies.

3.2. 1QG-607 pharmacokinetics

The plasma protein binding of 1QG-607 was approximately
88.9 = 0.9%, independent of the concentration investigated.

The mean plasma concentration of IQG-607 obtained after i.v. ad-
ministration of 50 mg/kg in mice, and the pharmacokinetic parameters
estimated by non-compartmental analysis are shown in Fig. 2 and
Table 3, respectively. The 1QG-607 compound showed a short ti,,
(1.1 h) and a high CL (3.9 L/h/kg) and a moderate Vdss (1.2 L/kg). The
remaining pharmacokinetic parameters were: Ke=0.61 h™ 1%,
AUC, _ = 12.84 pg/L h, AUC, _, ., = 13.69 pg/L h, and a
MRT = 0.31 h (Table 3). No preclinical data related to i.v. adminis-
tration of INH in mice are available for comparisons with our study.

Following an oral administration of 250 mg/kg of 1QG-607 (fasted
and fed mice), the C... (1.23 and 1.72 pg/mL, respectively) was
achieved after 0.25 h (tn.), suggesting that the compound is rapidly
absorbed (Fig. 3A and B). A similar t,., (0.25 h) of INH in mice was

(A) Fig. 1. Representative chromatogram of blank mice plasma (A),
300 and plasma spiked with 50 pg/mL of 1QG-607 (B) (retention time
approximately 35 min).
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Table 1
Intra- and inter-assay variation of 1QG-607 in mice plasma.
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Nominal concentration (pug/mL) Mean concentration == S.D. (ug/mL) CV (%) Recovery (%)
Intra-assay 1 0.93 = 0.09 3.39 93.66

25 2434 = 2.14 3.38 97.36

40 43.07 = 1.42 3.29 107.68
Inter-assay 1 1.03 %= 0.13 4.2 103.26

25 23.01 = 2.83 4.74 92.07

40 38.85 = 4.71 12.13 97.12

S.D.: standard deviation; CV: coefficient of variation. n =5 samples/concentration.

Table 2
Summary of stability experiment results of 1QG-607 in mice plasma.

Nominal concentrations (ug/mL) Stability condition

Mean = S.D. (ug/mL) Recovery (%)

5 2 days (—80 °C)
7 days (—80 °C)
30 days (—80 °C)
Bench top (2h%)
Bench top (4h%)
Autosampler (2 h)
Autosampler (4 h)
2 days (—80 °C)
7 days (—80 °C)
30 days (—80 °C)
Bench top (2h%)
Bench top (4h%)
Autosampler (2 h)
Autosampler (4 h)

40

476 = 0.3 95.3
4.86 = 0.76 97.2
4.33 = 0.52 86.6
4.58 = 0.37 91.7
4.27 = 0.19 85.5
4.46 = 0.04 89.2
435 = 0.14 87.1
4452 = 0.54 111.31
42.41 = 154 106.03
41.55 = 1.85 103.88
45.65 = 3.5 114.12
44.22 += 3.95 110.55
4564 = 1.4 114.11
38.63 = 3.23 96.57

S.D.: standard deviation; n = 3 samples/concentration.
# Sampleswere maintained on ice during bench top stability assay.
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Fig. 2. Mean plasma concentration-time profile after intravenous administration of 1QG-
607 (50 mg/kg) to mice (n = 3 mice/sampling time point) (mean == S.D.).

reported by Grosset and Ji (1998). Under fasting condition, the Ke and
ty» elimination values were, respectively, 0.43 h~* and 1.59 h
(Table 3) with similar magnitude under fed condition (Table 3),
showing that the elimination of 1QG-607 is relatively rapid. The t;,,
value was similar after i.v. and oral dosing (fed and fasting condition).
Interestingly, Grosset and Ji (1998) found a t,,, value of 1.7 h for INH,
showing that INH and 1QG-607 (an analog of INH) have similar t;,,
values in mice. The CL was similar for both administration routes and in
both fed states. The MRT was also similar in the fasted (2.3 h) and the
fed (1.8 h) groups (Table 3), bigger than the MRT following iv dosing
(0.3 h). The oral bioavailability Fvalues were found to be 3.7 and 3.8%,
respectively, for fasted and fed mice (Table 3). Unfortunately, studies of
INH pharmacokinetics in mice are lacking to allow comparisons with
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Table 3
Pharmacokinetic parameters determined after single i.v. bolus injection and oral admin-
istration of 1QG-607 to mice (n = 21/group) estimated by non-compartmental analysis.

Parameters 50 mg/kg iv. (n = 21) 250 mg/kg oral

Fasted (n = 21) Fed (n = 21)
Crax (ng/mL) - 1.23 1.72
Tmax () - 0.25 0.25
Ke (h™ %) 0.61 0.43 0.55
tyz (h) 1.1 1.6 1.3
AUCo _, ¢ (ug h/L) 12.8 1.7 2.0
AUCo , o (ng h/L)  13.7 2.6 2.7
CL (L/h/kg) 3.9 3.6 3.6
Vdss (L/kg) 1.2 - -
MRT (h) 0.3 2.3 1.8
F (%) - 3.7 3.8

Cmax: peak concentration; T time to peak plasma concentration; Ke: elimination rate
constant; ty/2: elimination half-life; AUC: area under the concentration-time curve from 0
to time t; AUC, _, ..: area under the plasma concentration—time curve from time zero to
infAnity; CL: clearance; Vdss: volume of distribution at steady state; MRT: mean residence
time; F: bioavailability (n = 3 animals/sampling time point for both iv. and oral con-
ditions).

the results here presented.

The low oral bioavailability F determined for 1QG-607 could be
related to a high first pass effect following oral dosing, among other
factors such as subtract to efflux transporters or low gastrointestinal
permeability (Kwan, 1997; Martinez and Amidon, 2002). However,
further research efforts are required to elucidate the mechanisms lim-
iting 1QG-607 absorption. It is known that some types of foods, espe-
cially carbohydrates, can reduce the oral bioavailability of INH
(Mannisto et al., 1982; Peloquin et al., 1999; Self et al., 1999). Ac-
cordingly, efforts were made to assess the influence of food on 1QG-607
bioavailability in mice. No influence of food, however, was observed.

The low oral bioavailability determined for 1QG-607, however,
cannot be used to rule out this anti-TB candidate. There are various
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Fig. 3. Mean plasma concentration-time profiles after oral administration of 1QG-607 (250 mg/kg) to fasted (A) or fed (B) mice (n = 3 mice/sampling time point) (mean = S.D.).

drugs candidates and also commercially available drugs that exhibit
low oral bioavailability. For instance, reports on SQ109, a new anti-TB
drug candidate in clinical trials, indicate that this drug presents 4% oral
bioavailability in mice (Jia et al., 2005). Moreover, some FDA-approved
drugs display low oral bioavailability, such as buspirone (F = 3.9%) an
atypical anxiolytic drug (Brown and Tomlin, 2010). Furthermore, the
low oral bioavailability of IQG-607 is not necessarily a major drawback
as long as this compound is able to exert its pharmacological effect,
which has been suggested by intracellular activity against M. tubercu-
losis-infected macrophages (Rodrigues-Junior et al., 2014) and in
murine model of infection (Rodrigues-Junior et al., 2012). Other de-
terminants for the clinical outcome of a chemical compound have to be
taken into consideration such as the drug candidate levels at the target
site (Jia et al., 2005; Ryan, 1993; Presant et al., 1994; Joukhadar et al.,
2001). Moreover, formation, if any, of pharmacologically active meta-
bolites should be investigated. The development of an experimental
protocol is currently underway to try to evaluate the in vivo IQG-607
stability and identity of its metabolites, if any. Further efforts should
also be pursued to assess whether or not 1QG-607 shows any inhibitory
activity of drug-resistant strains of M. tuberculosis. Finally, the oral
bioavailability of 1QG-607 in different animal species needs to be in-
vestigated, because differences in oral bioavailability among species
should be considered (Martinez and Amidon, 2002).

4. Conclusion

An HPLC method for 1QG-607 quantification in plasma was de-
scribed, which allowed pharmacokinetic studies in mice to be carried
out. The proposed methodology represents a fundamental step to in-
itiate pre-clinical pharmacokinetic studies and can be adapted to detect
1QG-607 in samples of other animal species. The results here presented
provide important insights into understanding the pharmacokinetics of
1QG-607 after intravenous and oral administration. These data should
serve as support for future pre-clinical pharmacokinetic/pharmacody-
namic modeling studies. Moreover, the results suggest that formulation
efforts to improve the bioavailability of 1QG-607 may be pursued. For
instance, formulations using N(2-hydroxypropyl)methacrylamide
(HPMA)-poly lactic acid (PLA) co-polymeric micelles (Upadhyay et al.,
2017), co-spray dried chemical compound phospholipid lipospheres
(Singh et al., 2017), or large unilamellar archaeosomes (Attar et al.,
2017) may be sought. 1QG-607 represents a metal-based (metallodrug)
compound with activity against M. tuberculosis that appears to be a
promising candidate for further anti-TB drug development efforts.
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4.2.1. Método de deteccao do composto INCT-TB551 por CLAE

4.2.1.1. Materiais e reagentes

O composto INCT-TB551 foi sintetizado de acordo com Giacobbo et al., (2016),
no Laboratorio de Quimica, anexo ao CPBMF-PUC-RS. O composto apresentou
pureza acima de 90%, e teve sua estrutura quimica caracterizada.

Acido tricloroacético (CCIsCOOH) > 99% (Sigma-Aldrich), Metanol (CHsOH)
grau HPLC (Merck), acetonitrila (C,H3N) grau HPLC (Merck), e &cido acético glacial
(CH3COOH) 100% (Synth), foram utilizados nas analises cromatogréaficas. Dimetil
Sulféxido ((CH3),SO) (DMSO) (Merck) e polietilenoglicol 400 (PEG) (Sigma-Aldrich)
foram utilizados para dissolver o composto para a administracdo oral nos animais
(veiculo). Plasma de camundongo comercial (Equitech-Bio) foi necessario para o
desenvolvimento do método analitico. As solucbes padréo foram preparadas em DMSO
e 4gua Milli-Q (Millipore) foi utilizada para o preparo de todas as solugdes. Tubos de
heparina (BD Vacutainer) foram utilizados para a coleta do sangue dos animais, e filtros
de seringa de 0.22 um (Millipore Millex-GV) para a filtragem do plasma apo6s o

tratamento das amostras.

4.2.1.2. Condicdes cromatograficas e preparacdo das amostras

A andlise cromatografica do composto foi realizada no equipamento Dionex
Ultimate 3000 HPLC, contendo injetor automético e detector de ultravioleta/visivel
(UVIVIS). A coluna utilizada foi uma NUCLEODUR C18 ec, 250 x 4.6 mm, 5 um
(Macherey-Nagel). As fases moveis foram constituidas de duas solucdes, sendo elas,
acido acetico 1% (A), e metanol e acetonitrila (1:1, v/v) (B). O fluxo foi mantido a 1.5
mL/minem um programa gradiente, onde 100% de A foi utilizado de 0 a 7 min. A partir
de 7 min foi utilizado 10% da solucdo A e 90% da solucdo B, sendo mantido até 13
min. A partir de 13 min, retorna para 100% da solucdo A, até completar o tempo de
corrida da analise (15 min). A temperatura do autosampler foi mantida a 20 °C, e da
coluna a 30 °C. O volume de injecéo foi de 90 UL, e a detec¢do em 250 nm.

As solucdes padrédo do composto INCT-TB551 foram preparadas em DMSO 50%.
A partir destas, spikes foram realizados em &gua Milli-Q ou em plasma de
camundongos.

Para analisar o composto em agua Milli-Q, foi realizado spike e a amostra foi

injetada para a analise sem nenhum tratamento prévio. Para analisar o composto no
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plasma, realizamos spikes em 100 pL para obter as seguintes concentragdes: 0.1, 0.25,
0.5, 1 e 10 pg/mL (faixa da curva de calibragdo). Logo, realizamos o tratamento da
mostra, onde adicionamos 25 pL de 4acido tricloroacético e em seguida as solucdes
foram agitadas vigorosamente (vortex orbital) por 1 minuto. Feito isso, as amostras
foram levadas para a centrifuga, onde ficaram durante 15 minutos a 13000 rpm a uma
temperatura de 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e filtrados em filtros de seringa
de 0.22 um. Adicionalmente, 50 ul. de agua Milli-Q foi passado em cada filtro e
adicionado a respectiva solu¢do. O branco do plasma (auséncia do composto) e as
amostras coletadas dos animais que receberam o composto pela via oral foram tratados
nas mesmas condi¢bes. Apds o tratamento das amostras, as solu¢des foram injetadas
para a anélise seguindo as condi¢des cromatograficas descritas anteriormente.

4.2.1.3. Analise do composto

No momento da analise, comparando o branco (4gua Milli-Q contendo &cido
tricloroacético), com a mesma solucdo contendo o composto INCT-TB551 na
concentracdo de 10 pg/mL, ndo foi obervado pico interferente no tempo de retencdo
(Tr) do composto (aproximadamente 8 minutos) (Figuras 15 A, B e C). Na analise do
plasma branco n&o foi detectado pico interferente na regido do INCT-TB551 (Figura 16
A). Na anélise do plasma com spike de INCT-TB551 (10 pug/mL), o Tr do composto foi

em aproximadamente 8 minutos (Figura 16 B).
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Figura 15. Cromatogramas referentes as analises do (A) branco e do (B) INCT-TB551

(10 pg/mL) (Tr = aprox. 8 min). (C) Espectro de absor¢édo na regido do UV referente ao
pico cromatografico do analito.
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Figura 16. Cromatogramas referentes as analises do (A) plasma branco e do (B) INCT-

TB551 em plasma (10 pg/mL) (Tr = 7.95 min). Insercdo em (A): Ampliagéo da regido
selecionada do cromatograma, entre 7.5 e 8.4 min.
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A linearidade do método foi avaliada a partir da curva de calibracdo, onde

apresentou linearidade aceitavel (r = 0.9999) na faixa de concentracdo escolhida (0.1 -
10 ug/mL) (FDA, 2013) (Figura 17).
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Figura 17. Curva de calibragcdo para 0 método de determinacdo do composto INCT-
TB551 em plasma de camundongos. A curva foi obtida utilizando as seguintes
concentragdes: 0.1, 0.25, 0.5, 1 e 10 pg/mL.
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4.2.2. Avaliacdo da absor¢do do composto INCT-TB551

4.2.2.1. Animais

Camundongos machos e fémeas CF-1 foram usados, pesando entre 25-30 g, € 0
protocolo experimental foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, codigos SIPESQ 7710 e 7500. Os animais foram mantidos dentro de estantes
em gaiolas apropriadas para roedores (preenchidas com maravalha de pinus), em
temperatura controlada (22 °C), e ciclo claro-escuro de 12 horas. Foi fornecido racéo

peletizada e agua filtrada ad libitum.

4.2.2.2. Administracédo do composto e analise no plasma

Dezoito animais foram utilizados para a administracdo do composto INCT-TB551.
O composto foi administrado pela via oral (gavagem) na dose de 50 mg/kg (dissolvido
em uma solucéo contendo 5% de DMSO e 95% de PEG). A seguir, 0s animais foram
eutanasiados, e 0s sangues coletados nos seguintes tempos, apds a administracdo: 0.08,
0.16, 0.25, 0.5, 1, e 1.5 h. Trés animais foram eutanasiados em cada tempo de coleta. As
amostras de sangue foram coletadas em tubos de heparina, e os plasmas separados por
centrifugagdo a uma velocidade de 10.000 rpm durante 10 minutos. As amostras de

plasma foram armazenadas no freezer -80 °C até 0 momento das analises.
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As concentracfes plasmaticas do composto INCT-TB551 quantificadas apos a
administracdo oral em camundongos esté representado na Figura 18, mostrando que o
composto esta sendo absorvido ap6s a administracdo oral. O Cpax do composto (0.59
pug/mL) foi atingido em 0.25 h (Tmax), indicando a rapida absor¢do do composto nos
animais (Figura 18). Vale ressaltar que, para fins de comparacdo, em um estudo
farmacocinético da bedaquilina (composto quinolinico) em camundongos, foi
constatada um Cpax de 1.1a 1.3 pg/mL (dose de 25 mg/kg) atingido dentro de 2 a 4 h
(Tmax), mostrando que o composto INCT-TB551 é absorvido mais rapidamente. No
entanto, o INCT-TB551 apresenta um Cpax menor (0.59 ug/mL) em uma dose
administrada duas vezes maior (50 mg/kg) que a do referido estudo (Adries et al.,
2005). Além disso, em um estudo farmacocinético realizado por Miyazaki et al., (1999)
em camundongos, é possivel observar valores de Tmax para os farmacos moxifloxacino e
ofloxacino (que possuem nucleo quinolinico) similares ao obtido no presente estudo
com o INCT-TB551 (0.25 h).

Cabe mencionar que moléculas da mesma classe que o INCT-TB551 foram
avaliadas em um estudo recente, e demonstrou-se que esta classe de moléculas pode ser
fortemente metabolizada por enzimas esterases plasmaticas (Pitta et al., 2016). Este
fator pode contribuir ou ser o fator determinante para a baixa concentracdo encontrada,
0 que resultaria em uma baixa biodisponibilidade e pode estar relacionado com a
auséncia de efeito bactericida in vivo no modelo de camundongos (dados néo

publicados).
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Figura 18. Perfil da concentracdo plasmatica versus tempo ap0s a administracédo oral do

composto INCT-TB551 (50 mg/kg) em camundongos (n = 3 animais/tempo de coleta)
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Para calcular os parametros farmacocinéticos do composto INTC-TB 551, um

maior nimero de animais serd necessario para a obtencdo de mais tempos de coleta, na

tentativa de obter a porcdo terminal da ASC, levando em consideracédo a sensibilidade

do método analitico, e assim, calcular corretamente os parametros. Ainda, o0 método

analitico precisa ser validado para que as concentracbes do composto possam ser

quantificadas com uma maior confiabilidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Durante aproximadamente 14 anos o grupo de pesquisa vem dedicando-se ao
estudo do composto 1QG-607, um promissor candidato para o tratamento da TB, doenca
infecto-contagiosa responsavel por um significante nimero de mortes em todo o mundo.
O meétodo analitico utilizando CLAE, desenvolvido para a determinagdo deste composto
em plasma, representou um passo fundamental para iniciar o seu estudo farmacocinético
pré-clinico. Os dados obtidos no estudo in vivo forneceram informacdes relevantes para
a compreensao da farmacocinética do composto 1QG-607 apds a administracéo i.v., bem
como, ap6s a administracdo oral, tanto de animais em jejum quanto de animais
alimentados. Estes dados poderdo servir como suporte para estudos de modelagem
farmacocinética-farmacodindmica, e para avaliar o efeitos de diferentes formulaces.
Isto sera realizado, observando se ocorre modificacdo (melhora ou ndo) dos parametros
farmacocinéticos, uma vez que, a absorcdo pode ser influenciada pela forma
farmacéutica e seus excipientes (Dokoumetzidis et al., 2006). Além disso, 0 método
analitico aqui desenvolvido podera ser explorado para a realizacdo de diferentes estudos
em outras espécies e em futuros estudos clinicos, caso o composto continue
apresentando resultados promissores. Cabe mencionar que esta metodologia ja foi
empregada a fim de detectar e quantificar o 1QG-607 em mini pigs, que receberam
administracdo de 1QG-607, por via oral (Rodrigues-Junior et al., 2017b).

Com relagdo ao estudo piloto realizado com o composto INCT-TB551, observamos
que ha absorcdo desta molécula ap6s a administragdo oral em camundongos, de acordo
com as concentracdes plasmaticas que foram observadas. No entanto, apesar de
absorvido, o composto ndo estd apresentando atividade satisfatéria contra M.
tuberculosis neste modelo in vivo, mesmo quando a dose foi aumentada para 100
mg/kg/dia (dados ndo publicados). Novos estudos serdo necessarios para avaliar o que
pode estar ocorrendo in vivo e que impede o seu efeito terapéutico. Um exemplo pode
ser a insuficiente concentracdo plasmaética, que ndo apresenta a agdo desejada
(concentracdo terapéutica ndo atingida devido a metabolismo de primeira passagem no
figado), a formacdo de metabdlitos inativos, e/ou ainda pode ter relacdo com as
propriedades fisico-quimicas do composto (Baca et al., 2011, Schmidt et al., 2010).
Outro fator que pode ser avaliado, futuramente, € o possivel metabolismo por enzimas
esterases plasmaticas, assim como foi fortemente sugerido para moléculas muito

semelhantes (Pitta et al., 2016). Cabe mencionar que a capacidade de um composto de
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conseguir exercer o seu efeito terapéutico ap6s a administracdo oral depende de muitas
variaveis, e somente a fracdo do composto (podendo ser também seus metabdlitos, caso
sejam formados) que consegue ligar-se a receptores ou enzimas especificas terd um
efeito terapéutico (Baca et al., 2011, Song et al., 2004). Ainda, o método analitico
precisa ser mais bem explorado, e deve ser validado para quantificacfes mais precisas,
para que possa ser realizado um estudo farmacocinético. A investigacdo de possivel
formagdo de metabdlitos inativos também precisa ser realizada, assim como a
estabilidade da molécula em diferentes condi¢cGes de armazenamento e manipulacéo.
Somado a isto, mais tempos de coleta dos plasmas dos animais serdo necessarios para
que os parametros farmacocinéticos do composto possam ser calculados.

Os protocolos apresentados neste trabalho poderdo ser utilizados futuramente e
otimizados para estudos iniciais de farmacocinética de novos candidatos a farmacos
obtidos pelo grupo de pesquisa, a fim de entender o perfil farmacocinético desses
compostos, colaborando para 0 avango nas etapas necessarias para o desenvolvimento

de possiveis farmacos anti-TB.
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ARTICLE I NFO ABSTRACT

Artidls history: IDG- 80T 5 an anti-tebe reulosis dreg candidate, with a promising safety and efficacy profile in maodels of

Recived 5 May 2007 teberculosis infection both in vitro amd in Wvo. Here, we sval uated the safery and the possble toxic affects

:‘;‘:""’dﬂ"}ﬂ'ﬂ"ﬂd farm of IPG-ET after acute and S0-day repeated administrations in minipigs. Single oral adminstratien of
e OG- 50T (220 meg feg ) to female and male miniples did mot result in any mobsidity or motalioe No gros

Avail :i i?];;g?f;fn 2077 leslons were observed inthe minipigs at mecrop sy. Repeated admintstration of 106G 807 (65, 30, or 15 mg/

kg given orally, for 90 days, in Both male and female animals did not cause amy mortaliny and no sig-
nificant body mass alteration. Diarmea and alopecia were the clinical signs observed in animalks dosad

Keyrwaord s

Tuk dosis with IQG-507T for S0 days. Long-temn treatment with IQG-507 did not indece evident alterations of bieod
OG- 6T call counts or any hematolegical parameters. Importantly, the repeated schedule of administration of
Dirug development IDG-807 resulted in increased cholesteral levels, increased glucose lkewve ks, decrease in the globulin levels,
P recinical oo logy and increased creatinine levels over the time Most necropsy and histopathological alteraticns of the
Mimipig organs from K0G-607- treated groups were also observed for the untreated growp. In additon, pharma-

cokinetic parameters were evaluated. KG-807 represents a potential candidate molecule for amti-
meberculosts dreg development programs. 15 promising i vive activity and mild 1o moderate toxic
events detected in this stedy supgest that KG-507 represents a candidate for clinical development.

& 2017 Hsevier Inc. All rights reserved.
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Thermodynamics, functional and structural
characterization of inosine—uridine nucleoside
hydrolase from Leishmania braziliensist

Pedro Ferrari Dalberto,” Leonardo Kras Borges Martinelli,”

Jose Fernando Ruggiero Bachega,” Luis Fernando Saraiva Macedo Timmers,”
Antonio Frederico Michel Pinto,” Adilio da Silva Dadda,® Guilherme Oliveira Petersen,?
Fernanda Teixeira Subtil” Luiza Galina,® Anne Drumond Villela,” Kenia Pissinate,”
Pablo Machado,” Cristiano Valim Bizarro,® Osmar Norberto de Souza?

Edgar Marcelino de Carvalho Filho,® Luiz Augusto Bassof*

and Diogenes Santiago Santos”

Leishmaniasis s considered one of the main endemic diseases in the world and Brazil is among the
countnes with the highest incidence of cutanecus and mucocutaneous forms of leishmaniasis caused
mainty by Leishmania brazillensis. The first-line drugs used in the treatment of letshmaniasis have several
limitations: parenteral administration, long duration of treatment, and senous taxicity. One key metabolic
charactenstic of these parasites is the lack of 3 de novo purine biosynthesis pathway, making them
auxotrophic to punnes. Accordingly. they rely solely on the punne salvage pathway for nucleotide
synthesis. A better understanding of the punne salvage pathway can reveal details of the biclogy of
L brazliensis that could, in turn. be used to develop new strategies to combat this parasite. The incsine—
undine nudeoside hydrolase from L braziliensis {LblU-NH) plays an important role in the salvage process
and s an attractive drug target as there s no similar catalytic activity in mammals. Here s descnbed
cloning heterologous protein expression, and a three-step purnification protocol that weided
homogenous recombinant protein. The determination of LbiU-NH steady-state kinetic constants for
inosine, adenosine, cytidine, uridine and p-nitrophenyt B-o-nbofurancside is also reported. These data
suggest that (blU-NH displays characteristics of a3 nonspecific hydrolase. The thermodynamic profile
suggests that o-ribose can bind to free enzyme with favorable enthalpic (AH) and entropic (A9
contributions. Thermodynamic acthation parameters (€, AG*, AS*. AH*) for the [bIU-NH-catalyzed
chemical reaction, pre-steady-state knetics, solvent kinetic sotope effects, and pH-rate profiles are also
presented. |n addiion, the crystal structure of LbiU-NH in complex with B-o-ribose and Ca™* at 15A
resolution is described.
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ANEXO F

EFFECT OF THE BRADYKININ 1 RECEPTOR ANTAGONIST SSR240612 AFTER
ORAL ADMINISTRATION IN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS-INFECTED
MICE
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Effect of the bradykinin 1 receptor antagonist SSR240612 after oral
administration in Mycobacterium tuberculosis-infected mice

Valnés S. Rodrigues-Junior™”, Priscilla B. Pail*, Anne D. Villela®®, Virginia C.A. Falcao™",
Adilio S. Dadda™", Bruno L. Abbadi®*, Joao B. Pesquero®, Dibgenes S. Santos™", Luiz A. Basso™"*,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords The role, if any, played by the kinin system in tuberculasis infetion modeks, either in vivo ar in vitro, was

Tubescubsis investigated. The effects of Mycbactarium ﬁ.btrulnnndecum me/!Svnld type, BR—/—, B:R—/— and

Dirag developm ent double B; R/BsR knockout mice were 1| y analysis was carnied out © assess R

um“’;’;‘” and BiR expression in spleens and Jungs of M. l.lb:n isinfected mice. In addit , i1 viro experiments with M.
tuberculogis-infected macrophages were perbmmd The in vivo effects of HOE-140 and SSR240612 on the mice
made] of infection were abo evak 1. Inf i B;R—/— mice exhibited increased splenomegaly, whereas

decm:sed splesn weight in infected double ByR/BiR knockowt mice was observed. The bacterial loxd, de-

d as odmv ing units, did not differ in the spleens and lungs of the smdied mouse strains
Imp: histochems amlv:ls led t}nl B:R was upregulatd in both spleens and lungs of
infectex] mice. M. suberculods-inf 1 mac bated with SSR240612, alone ar in combination with
des-Arg® BK, for four days, displayed a marked inhibi y effect an CFU counts. However, the predncubation of
the selective B, R (des-Arg® BK and SSR240612) and B,R (BK and HOE-140) agonists and antaganists, respec-
tively, did not significantly affect the bacterial loads A stically signifs recluction in the CFU of M.

tuberculosis in lungs and spleens of animalks treated with SSR240612, but not with HOE-140, was observed.
Further effarts shoukd be pursued to clarify whether or not SSR240612 might be mnsilersd an option far the
treatment of uberculosis.
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