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Introducéo

A tuberculose (Tb) é uma doenca transmissivel causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (MTb). Antes da pandemia de COVID-19, era a principal causa de morte por um
unico agente infeccioso (OMS, 2022a) e segue sendo uma das maiores preocupacdes de salde
publica. A transmissdo ocorre pelo ar atraveés do contato com pessoas doentes durante a fala,
espirro ou tosse. Apesar da doenca afetar principalmente os pulmd&es (Tb pulmonar), também
pode atingir outros locais do corpo (Th extrapulmonar) (WHO, 2022a). Os sintomas mais
comuns incluem tosse com ou sem secrecdo por mais de quatro semanas, cansaco, febre baixa,
suor noturno, falta de apetite, palidez, perda de peso e fraqueza (FIOCRUZ, 2022a).

O tratamento de primeira escolha recomendado pela OMS desde 2010 inclui um regime
de 2 meses com 4 farmacos em dose fixa combinada: isoniazida (INH), rifampicina (RIF),
etambutol (ETB) e pirazinamida (PZN) e mais 4 meses com INH e RIF (WHO, 2022b). As
reacGes mais comuns incluem a alteracdo na coloracdo da urina, irritacdo gastrica, alteracdes
cutaneas, ictericia e dores articulares (BRASIL, 2019). No entanto, podem ocorrer efeitos mais
graves, como hepatotoxicidade, resultante da interacdo medicamentosa, além de psicose, crises
convulsivas e neurite éptica (BRASIL, 2002).

A INH é um pré-farmaco antibacteriano utilizado desde 1952 e um dos mais importantes
no tratamento da Th. A INH pode ser transformada a N-acetilisoniazida, uma forma inativa
contra a micobactéria, através da enzima N-acetiltransferase (NAT), muito presente nas células
do figado (Ellard, 1976). Os metabdlitos intermediarios formados durante a metabolizag¢do da
INH podem ser os responsaveis pela hepatoxicidade causada ao longo da sua administracao
(Huang et al., 2003). Os farmacos RIF e PZN tambem s@o potencialmente hepatotoxicos e,
portanto, as interacdes entre eles ou outros medicamentos possibilitam o aumento do risco de
hepatoxicidade. Inclusive, a RIF é um potente indutor do sistema citocromo P450 (CYP450),
facilitando a conversdo da INH em metabolitos toxicos (Arbex et al., 2010). Além disso, a RIF
é instavel na presenca de INH em meio &cido estomacal, diminuindo sua biodisponibilidade e
aumentando o risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Shishoo et al., 2001).

Uma estratégia para desenvolver novos medicamentos contra a Tb € a sintese de novos
analogos ou a modificacdo de farmacos antigos ou compostos com atividade comprovada,
visando aprimorar e encurtar o tratamento da doenca (Hu et al., 2017; Eldehna et al., 2015). A
modificagdo molecular consiste em alterar a estrutura quimica de um prototipo ou farmaco para
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melhorar a resposta bioldgica, as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, e/ou
reduzir efeitos colaterais indesejados (Barreiro, 2009). Esta abordagem ¢ considerada
promissora na descoberta de novos medicamentos (Wermuth, 2008; Koul et al., 2011; Santos
et al., 2014). Os novos farmacos anti-Th devem aumentar a eficacia, reduzir a toxicidade,
encurtar a duracdo do tratamento, evitar interacbes medicamentosas com terapias atuais, e ser
eficazes contra cepas resistentes a multiplas drogas (TB-MDR) e extensivamente resistentes
(TB-XDR), preferencialmente atuando por um novo mecanismo de acdo (Hu et al., 2017;
Eldehna et al., 2015).

A adicdo de grupos protetores ao nitrogénio terminal (grupo amino) da INH é uma
estratégia utilizada para evitar reacGes nesta regido da molécula, como a inativacdo da INH
através da N-acetilacdo pela NAT e geracdo de metabdlitos toxicos (Simplicio, Clancy e
Gilmer, 2008). Sendo assim, um grupo de pesquisa do Instituto Tecnologia em Farmacos da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Farmanguinhos, Fiocruz) vem estudando e sintetizando novos
derivados da INH, utilizando isatinas como grupos protetores (Figura 1) (Castelo-Branco et al.,
2018).

Figura 1: Estruturas quimicas dos derivados de isoniazida 1a,b e 2a-d.
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Fonte: Castelo-Branco et al., 2018.

O composto 2b se destacou por ser mais potente e menos toxico, apresentando potencial
de toxicidade ao figado ao menos duas vezes menor do que o da INH e, nos testes em animais,
mostrou eficacia comparavel ao da INH em menos da metade da dose (Oliveira, 2022). Sendo
assim, um estudo para avaliar a sua interacdo com os outros farmacos do esquema terapéutico
convencional é fundamental para permitir a substituicdo da INH pelo novo derivado
desenvolvido. Desta forma, neste trabalho, foi desenvolvido um método por Cromatografia a
Liquido de Alta Eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD) para
determinacdo do derivado 2b e dos farmacos INH, PZN, RIF e ETB com o objetivo de avaliar
a sua possivel interagdo em solucbes aquosas em diferentes valores de pH e em solugdo com
proteinas plasmaticas, simulando condicdes fisiologicas. Este método foi validado a partir de
parametros analiticos de mérito, como linearidade, especificidade, limites de deteccdo e
quantificacédo, precisdo e robustez.
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Materiais e Métodos
Padrdes analiticos, solventes e solugdes

A agua ultrapura (18,2 MQ cm) foi obtida em sistema Sartorius (Arium Confort II,
Brasil) para o preparo das solugdes aquosas e da fase movel cromatogréafica. Padrdes analiticos
de INH, RIF, ETB e PZN (pureza > 99%) foram adquiridos da Merck (EUA). O derivado de
INH e a isatina (pureza > 95%) foram fornecidos pelo LASFAR (Farmanguinhos, Fiocruz),
obtidos por métodos sintéticos descritos por Castelo-Branco et al. (2018). A solucdo de
albumina para simulagdo de plasma foi adquirida da Merck (EUA). Solugdes estoque dos
padrBes analiticos foram preparadas em acetonitrila (ACN) (grau HPLC, JT Baker, México) a
100 ug mL* e diluidas em uma mistura de ACN:H0 (75:25 %v/v) ou tamp&o acetato 10 mmol
Lt (pH 3,0, 7,4 e 8,0) para o preparo das curvas analiticas. O tampdo acetato foi feito
diariamente com ajuste de pH com NaOH ou HCI 1,0 mol L*? (Vetec, Brasil). A ACN e o
MeOH utilizados na fase mdvel foram provenientes da TEDIA (grau HPLC, EUA), e o &cido
férmico 85% da Sinergia Cientifica (Brasil). As solu¢bes foram filtradas em membrana de
politetrafluoretileno (0,45 um x 17 mm; Agilent, Alemanha).

Instrumentacéo e condi¢fes cromatograficas

A avaliagdo da interacdo do novo derivado da INH foi realizada por HPLC-DAD,
utilizando o sistema cromatografico Agilent, série 1200, composto pelos mddulos: bomba
binaria (G1312B), degaseificador (G1379B), injetor automaético (G1367C), forno de colunas
(G1316B) e DAD (G1315C). O controle instrumental e a aquisicdo de dados foram feitos pelo
software Agilent ChemStation. A separacédo foi realizada em coluna Polaris NH2 (150 x 3,0
mm; 3 um) a 23 °C, com fase movel composta pelos solventes A (dgua + 0,001% v/v de &cido
formico) e B (MeOH:ACN 50:50 %v/v) em modo isocratico (75% B). Apds cada corrida, uma
limpeza foi realizada com injecdo de ACN:H20 (75:25 %v/v). A vazédo foi de 1,0 mL min!e o
volume de injecdo de 5 pL. A absorvéancia foi monitorada em 230 nm (derivado e isatina), 265
nm (INH, PZN e RIF) e 210 nm (ETB), com os comprimentos de onda maximos determinados
experimentalmente em Espectrofotémetro UV-Visivel (Shimadzu/ UV-2450).

Avaliagdo da interacdo derivado-farmacos

Solugdes de todos os padrdes foram inicialmente preparadas em DMSO (10 mg mL™)
e, em seguida, diluidas em &gua ultrapura e solucdes tamponadas (pH 3,0, 7,4 e 8,0). Nas
mesmas condi¢des, foram preparadas solugbes dos derivados combinados com cada farmaco
individualmente e com todos os farmacos. Apds diluicdo e filtracdo, as solucGes foram
incubadas a 37 °C em banho-maria e injetadas no cromatdégrafo em intervalos de 20 minutos na
primeira hora e depois a cada hora, totalizando 6 horas. A caracteriza¢do dos possiveis adutos
formados entre o derivado e os farmacos ainda estd em andamento, sendo realizada por
Espectrometria de Massas. Para estudar o comportamento em solucdo de albumina, solucdes a
10 mg mL™" (n = 2) foram incubadas a 37 °C no mesmo periodo avaliado para os meios
tamponados.
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Resultados e Discussdo
Desenvolvimento e otimizagdo do método

Durante o desenvolvimento do método para a determinacédo dos padrées, constatou-se
gue o MeOH aumentava o tempo de retencéo da RIF e do derivado, além de causar alargamento
dos picos. Dessa forma, uma proporcao entre ACN e MeOH na fase movel foi necessaria para
obter uma boa separacédo e formato de pico. Neste tipo de coluna amino, o solvente empregado
como diluente tem uma grande influéncia no formato dos picos e, por isso, foram testados
diluentes em diferentes proporcGes de dgua, ACN e MeOH, sendo a melhor propor¢do em
ACN:H20 75:25 %v/v. O &cido foérmico foi necessario para estreitar os picos do derivado e da
RIF. Entretanto, este aditivo diminuiu expressivamente o tempo de retencéo destes analitos.
Assim, a melhor separacdo obtida utilizando a coluna amino foi a partir de uma fase movel
composta por agua + 0,001% v/v de acido férmico e MeOH:ACN 50:50 %v/v. A separacdo foi
realizada em modo isocratico em 75% de fase orgénica e 25% de fase aquosa. A Figura 2
apresenta o cromatograma dos padrdes INH, derivado e RIF. Nesta coluna, ndo foi possivel
separar a INH e a PZN, sendo assim, a avaliacdo foi realizada em duas etapas.

Figura 2: Cromatograma representativo da separacdo da INH, derivado 2b ¢ RIF, todos a 5 pg
mL™.
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Derivatiza¢éo do Etambutol

O ETB ndo absorve radiagdo na faixa do Ultravioleta-Visivel, tornando necessaria a sua
derivatizacdo. Na literatura, foram encontradas reacdes de derivatizacdo do ETB utilizando
cobre (De Lima, 2014). Assim, foi realizado um estudo do ETB com 0,0001 mol L de acetato
de cobre no espectrofotdmetro, sendo possivel verificar a formagdo de um complexo que
absorveu em torno de 259 nm (Figura 3).
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Figura 3: Espectros do complexo de Cu?* com ETB em agua e em diferentes concentragdes de
ETB.
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Entretanto, ao utilizar o acetato de cobre na fase mdvel, houve um entupimento e optou-
se por ndo prosseguir com a derivatizacdo do ETB. Sendo assim, como ndo ha relato na
literatura de interacdo do ETB com os outros farmacos do tratamento da tuberculose (Arbex et
al., 2010), a avaliacdo da interacdo do derivado sera realizada na presenca do ETB, mas sem
quantifica-lo.

Validacao parcial

Para a construcdo das curvas analiticas, utilizaram-se 5 concentragdes diferentes e os
limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram obtidos de acordo com a Resolugédo da
Diretoria Colegiada (RDC — n° 166) (BRASIL, 2017) e do documento DOQ-CGCRE-008 do
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2020). Diferentes faixas
lineares foram obtidas, todas com R? > 0,99 (Figura 4). A precisdo, em termos de repetibilidade,
variou entre 0,54 % e 11,50%. O critério usado para o calculo do LD foi considerando LQ/3,3,
sendo o LQ o primeiro ponto da curva analitica (Tabela 1).
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Figura 4: Curvas analiticas representativas da INH (0,33 a 5,0 mg L), da PZN (0,25 a 5,0 mg
L), do derivado 2b (0,50 a 5,0 mg L) e da RIF (0,30 a 5,0 mg L™Y).
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Tabela 1: Valores de limite de detec¢do e quantificacdo para INH, PZN, derivado 2b e RIF.
Padrao LD(mgL?') LQ(mglL™

INH 0,10 0,33
PZN 0,08 0,26
Derivado 2b 0,13 0,38
RIF 0,09 0,30

Para o estudo cinético, considerou-se a concentracdo de cada farmaco no organismo.
Com base no fato de que um comprimido de dose fixa e combinada (150/75/400/275 mg de
RIF/INH/PZN/ETB) deve ser ingerido com um copo de 200 mL de 4gua em jejum (FIOCRUZ,
2022b), e que 0 suco gastrico presente no estbmago é de 50 mL (Ruiz, 2020), foram calculadas
as concentracdes finais no organismo para cada farmaco (600/300/1600/1100 mg L' de
RIF/INH/PZN/ETB). Para a analise cromatogréafica, foi realizada uma diluicdo de 200 vezes
para adequar-se a faixa linear de trabalho.

O estudo preliminar de cinética realizado entre INH e RIF em &gua pura e temperatura
ambiente ndo demonstrou variagdo na concentracdo ao longo do tempo (Figura 5),
corroborando com dados da literatura (Shishoo et al., 2001).
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Figura 5: Curva cinética da INH (1,5 mg L") e RIF (3,0 mg L") em 4gua e a temperatura
ambiente.
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Os estudos entre todos os padrdes e em diferentes condicdes, conforme ja mencionado,
estdo em andamento.

Conclusodes

Foi desenvolvido um método analitico por HPLC-DAD a partir de uma coluna amino
para a determinacdo dos farmacos INH, PZN, RIF e o derivado 2b, com tempo de corrida de
apenas 3 minutos e com boa resolu¢do. O estudo cinético dos farmacos INH e RIF forneceu os
resultados esperados e as avaliagdes em diferentes valores de pH e em solucBes plasmaticas
estdo em fase final de conclusdo. Enfim, espera-se que com este estudo sejamos capazes de
contribuir para o tratamento da tuberculose com seguranca e reducdo significativa do tempo
total de tratamento, melhorando a ades&o dos pacientes.
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