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RESUMO
Doengas infecciosas, tais como tuberculose e febre Zika, constituem um problema de saude
publica mundial. Os tratamentos farmacologicos, quando disponiveis, sdo, de um modo geral,
obsoletos, contribuindo para a baixa adesdo do paciente, elevada toxicidade e
desenvolvimento de resisténcia. Assim, o planejamento de farmacos para a busca de novos
candidatos ¢ uma necessidade urgente. Neste sentido, a latenciagdo pode ser uma estratégia
interessante, pois o pro-farmaco pode promover o aumento da solubilidade e da
permeabilidade, bem como a liberagdo controlada do componente bioativo, diminuindo, por
exemplo, a toxicidade. Ainda, a determinagdo da liberagdo do farmaco da forma latente ¢ um
grande desafio no estagio pré-clinico de desenvolvimento. Ademais, os estudos de
estabilidade quimica e enzimatica relacionados com as desmontagens dos pré-farmacos
necessitam das determinacdes analiticas de ensaio, as quais sdo fundamentais para as
avaliagdes dos perfis de hidrélises das ligacdes labeis. Face ao exposto, o objetivo desta
dissertacdo compreendeu a realizacdo de uma revisdo da literatura sobre candidatos para o
tratamento da febre Zika, ressaltando, especialmente, a estratégia de reposicionamento de
farmacos. Essa estratégia, por sua vez, estd ganhando destaque na comunidade cientifica por
proporcionar, por exemplo, novas abordagens terapéuticas para compostos ja em uso clinico.
Apresentaremos, também, o desenvolvimento de uma metodologia analitica com base no
aprimoramento por Quality by Design, na qual a isoniazida e a isoniazida succinoilada foram
testadas, resultando na melhor condi¢do analitica 1,0 mL min™!, 95% de tamp3o na fase mével
e pH 7,0. Tanto a revisdo da literatura sobre possiveis tratamentos da febre Zika, quanto o
desenvolvimento analitico da isoniazida e de seu respectivo pro-farmaco foram publicados em

jornais de impacto e reconhecimento cientificos.

Palavras-chave: doencas infecciosas, reposicionamento de farmacos, planejamento de

farmacos.
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ABSTRACT
Infectious diseases such as tuberculosis and Zika fever are a global public health concern.
Pharmacological treatments, when available, are generally obsolete, contributing to poor
patient compliance, high toxicity and development of resistance. Thus, drug design for the
search for new candidates is an urgent need. In this sense, prodrug design can be an
interesting strategy, as the latent form can promote increased solubility and permeability, as
well as the controlled release of the bioactive component, reducing, for example, toxicity.
Furthermore, the determination of drug release from the latent form is a major challenge in
the preclinical stage of development. Additionally, chemical and enzymatic stability studies
related to the disassembly of prodrugs require analytical assay determinations, which are
fundamental for the evaluation of the labile bonds hydrolysis profiles. In view of the above,
the objective of this dissertation was to carry out a review of the literature regarding
candidates for the treatment of Zika fever, emphasizing, in particular, the drug repositioning
strategy. This strategy, in turn, is gaining prominence in the scientific community for
providing, for example, new therapeutic approaches for compounds already in clinical use.
We will also present the development of an analytical methodology based on the
improvement by Quality by Design, in which isoniazid and succinoylated isoniazid were
tested, resulting in the best analytical condition 1.0 mL min-1, 95% buffer in the mobile phase
and pH 7.0. Both the literature review and the analytical development of isoniazid and its

respective prodrug were published in journals of scientific impact and recognition.

Keywords: infectious diseases, drug repositioning, drug design.
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APRESENTACAO

Parasitas, fungos, bactérias, virus s3o os causadores de diversas doencas
negligenciadas (DNs), emergentes e reemergentes, atingindo, principalmente, regides de
clima tropical e subtropical (BARCELOS et al, 2009; ALMEIDA et al, 2017; WHO, 2021). A
Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 1 bilhdo de pessoas, espalhadas
em 149 paises, sofrem com algum tipo de doenga negligenciada. As DNs variam de um pais
para outro, atingindo, principalmente, pessoas que vivem em condi¢des de extrema pobreza,
causando, essencialmente, incapacidade produtiva e morte. J& as doencas consideradas
emergentes e reemergentes, assim classificadas pela possibilidade de hibernacdo do seu vetor,
podem abranger, também, regides de climas mais frios (WHO, 2021; ASSAD, 2010). Apesar
de ndo serem classificadas como DNs, a tuberculose (TB) e a febre Zika (ZIKV) sdo
responsdveis por inimeras mortes anualmente, atingindo, especialmente, populacdes carentes
(SILVA et al., 2021; WHO, 2022).

O reposicionamento de farmacos, por sua vez, tem sido uma estratégia interessante
para a pesquisa de novas alternativas terapéuticas para enfermidades como a COVID-19, por
exemplo, além daquelas que ndo mais respondem ao tratamento indicado (CHARLTON et al.,
2018; ROSENBERG et al., 2020). No entanto, a burocracia de patentes e leis governamentais
dificultam a possibilidade de tratamentos off-label (VILLALBA, 2015). Em relagdo ao uso
off-label sem comprovacdo cientifica, reagdes adversas graves podem acontecer, além da
falha na terapéutica e no avango na evolucao da doenca. Esse triste cenario foi visto nas falsas
estratégias utilizadas na atual pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, na qual o uso de
farmacos indevidos causaram mortes e complicagdes nos quadros clinicos dos pacientes
(ROSENBERG et al., 2020).

Considerando as duas grandes infec¢des apresentadas neste trabalho, ¢ importante
mencionar que a plataforma online ClinicalTrials.gov possui, aproximadamente, 1220 estudos
registrados para tuberculose e 72 para Zika-virus (CLINICAL TRIAL, 2022). A utilizacao
deste tipo de plataforma pode auxiliar na escolha de possiveis candidatos ao
reposicionamento. E crucial, ainda, um profundo conhecimento sobre o mecanismo
fisiopatologico da doenga para garantir o sucesso na terapia escolhida (ZIEGLER, 2020).

Além do reposicionamento de farmacos, a latenciagdo, um dos métodos de
modificagdo molecular, ¢ muito 1til para vencer barreiras relacionadas com o
farmaco/composto ativo, por exemplo, aquelas relacionadas com as fases farmacéuticas e

9
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farmacocinéticas. Podem-se citar como propriedades indesejaveis, as quais podem diminuir
ou impedir a a¢do efetiva de um componente ativo, as seguintes: extenso metabolismo pré-
sist€émico, absor¢do incompleta, excre¢do muito rapida, elevada toxicidade, problemas de
solubilidade, estabilidade da forma farmacéutica e caracteristicas organolépticas indesejaveis
(CHUNG et al., 1998; PEREIRA, 2007). O acoplamento do firmaco a um transportador
origina o pro-farmaco, o qual ¢ inativo ou menos ativo que o protdtipo e deve,
necessariamente, ser hidrolisado in vivo (CHUNG et al., 1998; CHUNG; FERREIRA, 1999;
PARISE FILHO et al., 2010; WANG et al., 2022). O planejamento de um pro-farmaco pode
envolver, ou ndo, um grupo espagante, o qual pode, além de promover a ligacdo entre a
molécula e o transportador, facilitar a liberacdo da forma ativa. Transportadores contendo
grupos hidroxila e amina sdo bastante difundidos na literatura (KAPOOR et al., 2018).

ApoOs a obtencao sintética do pro-farmaco, estudos da liberagdo do componente ativo
sao fundamentais para avaliagao do perfil de hidrélise da forma latente e, neste sentido, faz-se
necessario o desenvolvimento de uma metodologia analitica capaz de identificar e quantificar
o composto liberado. Para o melhor delineamento dos experimentos analiticos, com ganho de
tempo e de custo, a aplicagao de um método estatistico baseado em probabilidades traduz, em
nimeros, um conjunto de fatores, demonstrando uma perspectiva de resposta promissora. No
entanto, os resultados podem apontar para uma probabilidade e ndo para uma certeza de
resposta, existindo, portanto, necessidade de estabelecer especificacdes e coletas de dados
analiticos especificos para definicdo exata dos parametros a serem adotados (MAYER et al.,
2019). E importante destacar, ainda, que a técnica Design of Experiments (DoE), principal
componente do Quality by Design (QbD), possui aplicabilidade muito além do
desenvolvimento analitico. Esse estudo pode ser utilizado desde a obtengdo da molécula, até
em seu processo produtivo, com avaliacdes multivariadas de fatores criticos, identificando
etapas do processo que possam causar erros ou falhas, as quais impactam diretamente na
qualidade e na seguranca do medicamento (BEZERRA; RODRIGUES, 2017; FUKUDA et
al., 2018).

O aumento da capacidade e reducdo da variabilidade produtiva, estabelecer
especificagdes qualitativas para o produto, designar as melhores regras para o
desenvolvimento farmacéutico e fabril do produto, determinar analises de causa e efeito e
tornar acoes regulatdrias mais versateis fazem parte das principais metas do QbD (FUKUDA
et al, 2018; GRANGEIA et al., 2020; BEG et al, 2020).

Face ao exposto, este trabalho apresentard em dois capitulos com os seguintes temas:

10
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Capitulo 1: revisdo dos farmacos mais promissores ao reposicionamento para tratamento do
ZIKV, e Capitulo 2: estudo por DoE de metodologia analitica por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) para identificacdo e quantificagdo de pro-farmaco contendo

isoniazida, o qual foi planejado com o acido-succinico.

CAPITULO 1

Futuro e perspectiva do virus Zika: reposicionamento de farmacos como uma

ferramenta importante para novas possibilidades de tratamentos

RAMPINI, D.; PRIETO, D.; COLZI, A.L.; ARAUJO, R.V.; GIAROLLA, J. Future and
perspectives of the Zika virus: Drug repurposing as a powerful tool for treatment insights.

Mini Review in Medicinal Chemistry, v.18, p.1917-1928, 2020.

CAPITULO 2

Quality by design (QbD) como uma ferramenta importante para determinar as
melhores condi¢des analiticas de ensaio da isoniazida e seu respectivo pro-farmaco

succinoilado

RAMPINIL, D.; ARAUJO, R.V.; FOITINHO, R., LOURENCO, F.R.; GIAROLLA, J.
Analytical Quality by Design as an important tool to determine the best analytical conditions
for isoniazid and its respective succinylated prodrug. Journal of AOAC INTERNATIONAL,
v.104, p.239-247, 2020 (DOI: 10.1093/jaoacint/qsaa087).
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