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RESUMO

SOARES, Vinicius Marques. Estudo de permeabilidade em células Caco-2 de
compostos analogos a nifuroxazida com atividade potencial frente ao
Trypanosoma cruzi. p. 95 (Dissertacdo para a Defesa de Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
2021.

A busca por alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca de Chagas é de
grande importancia, pois, atualmente, existem apenas dois farmacos disponiveis no
mercado, o0 benznidazol e o nifurtimox, que apresentam efeitos adversos
consideraveis. Compostos 5-nitroheterociclicos com atividade antiparasitaria tém
apresentado resultados encorajadores para o tratamento desta doenca. Devido a
preferéncia pela administracéo oral para o tratamento de doencas cronicas, estudar a
permeabilidade de uma nova molécula é fundamental. O objetivo do trabalho foi
avaliar a citotoxicidade e a permeabilidade de andlogos da nifuroxazida (compostos
22, 23 e 24) com atividade frente ao T. cruzi, utilizando ensaios in vitro com
monocamadas de células Caco-2, modelo in vitro mais empregado para a predicdo da
permeabilidade e absorcéo in vivo. Realizaram-se testes de citotoxicidade destes
compostos, empregando o ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil
tetrazolio) para avaliar a viabilidade celular e determinar a concentracao a ser utilizada
nos experimentos de permeabilidade. Para a quantificacdo destas moléculas foi
desenvolvido e validado um método bioanalitico de acordo com a legislacéo vigente.
Obteve-se a viabilidade celular de até 70% nas concentracdes de 9,3; 6,7 e 3,1 uyg/mL
(n=3) para os compostos 22, 23 e 24, respectivamente. O método desenvolvido
demonstrou seletividade, linearidade, preciséo, exatiddo e estabilidade, tornando-o
aplicavel a quantificacdo dos compostos em estudo. Na avaliacdo da permeabilidade
aparente (Papp), os padrbes de alta (metoprolol) e baixa (hidroclorotiazida)
apresentaram valores de Papp iguais a 29,4 e 0,54 x 10 cm/s, respectivamente. Para
os analogos a nifuroxazida (C22, C23 e C24) foram obtidos os valores de 58,52; 53,97
e 46,07 x 10 cm/s, respectivamente, o que os classifica como compostos de alta
permeabilidade. Os resultados sdo promissores e importantes para encorajar a
continuidade da pesquisa com os candidatos a farmacos avaliados, colaborando com
a obtencao de alternativas para o tratamento da referida doenca, considerada uma
doenca negligenciada no Brasil.

Palavras-chave: Permeabilidade; Células Caco-2; Nitrocompostos; Citotoxicidade;
Doenca de Chagas; T. cruzi; Doencas Negligenciadas.






ABSTRACT

SOARES, Vinicius Marques. Permeability study about Caco-2 cells of
nifuroxazide-like compounds with potential activity against Trypanosoma cruzi.
p. 95 (Qualification of Master in Pharmaceutical Sciences) — Faculty Pharmaceutical
Sciences University of Sdo Paulo, 2021.

The search for therapeutic alternatives for the treatment of Chagas' disease has great
importance, since that currently there are only two drugs available on the market:
benznidazol and nifurtimox, which have considerable adverse effects. 5-
nitroheterocyclic compounds with antiparasitic activity have shown encouraging results
for the treatment of this disease. Due to the preference for oral administration for the
treatment of chronic diseases, studying the permeability of a new molecule is essential.
The objective of this study was to evaluate the cytotoxicity and permeability of
nifuroxazide analogues (compounds 22, 23 and 24) with activity against T. cruzi, using
in vitro assays with Caco-2 cell monolayers, the most used in vitro model for the
prediction of permeability and in vivo absorption. Cytotoxicity tests of these compounds
were performed, using the MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) to assess cell viability and determine the concentration to be used
in the experiment's permeability. For the quantification of these molecules, a
bioanalytical method was developed and validated according to the current legislation.
Cell viability of up to 70% was obtained at concentrations of 9.3; 6.7 and 3.1 yg/mL
(n=3) for compounds 22, 23 and 24, respectively. The developed method
demonstrated selectivity, linearity, precision, accuracy and stability, making it
applicable to the quantification of the compounds under study. In the assessment of
apparent permeability (Papp), the high (metoprolol) and low (hydrochlorothiazide)
patterns showed Papp values equal to 29.4 and 0.54 x 10°® cm/s, respectively. For
analogues to nifuroxazide (C22, C23 and C24) the values of 58.52 were obtained,;
53.97 and 46.07 x 10°% cm/s, respectively, which classifies them as compounds with
high permeability. The results are promising and important to encourage the continuity
of the research with the candidates of evaluated drugs, collaborating with the obtaining
of alternatives for the treatment of the referred disease, considered a neglected one in
Brazil.

Keywords: Permeability; Caco-2 cells; Nitrocomposites; Cytotoxicity; Chagas
disease; T. cruzi; Neglected Diseases.
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INTRODUCAO

A Doenca de Chagas Aguda (DCA), também é conhecida como uma
antropozoonose de grande prevaléncia e alta morbimortalidade (DIAS, 2016), € uma
enfermidade de origem parasitaria e afeta entre 6 e 7 milhdes de pessoas no mundo,
incluindo aquelas de paises como o Canada, os EUA (Estados Unidos da América) e
alguns paises europeus e do Pacifico Ocidental, apesar de ser endémica da América
Latina, em mais de 21 paises, incluindo o Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION-
WHO, 2021).

Essa expansdo da doenca se deve a mobilidade da populacdo, que vem
aumentando. Dados epidemioldgicos estimam que ocorram por ano 14.000 mortes
devido a enfermidade, além de 30.000 casos novos, sendo que 70 milhdes de pessoas
vivem em areas sob o risco de serem infectadas (WHO, 2021).

Apesar de o Brasil ter sido certificado internacionalmente em 2006 por haver
interrompido a transmissao da doenca pelo vetor Triatoma infestans (espécie exética),
ainda ha a estimativa de que no Pais haja, pelo menos, um milhdo de pessoas
contaminadas por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e que nas Américas, cerca de 12
milhdes de pessoas foram acometidas pela doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A descoberta da DCA (nomeada em principio de Tripanossomiase americana)
em 1909 foi atribuida a Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, pesquisador e médico
sanitarista do Instituto Oswaldo Cruz, nascido em 1878, em Oliveira-MG e doutorado
na Faculdade do Rio de Janeiro. O descobridor também estudou outras doencas como
a malaria (GURGEL; MAGDALENA; PRIOLI, 2009).

Entre 2012 e 2016, mais de 79,0% dos casos mundiais da doenga ocorreram
no Brasil. A maior porcentagem de casos do Pais foi na regido Norte (97,1%). A
incidéncia média anual de DCA foi 0,1 casos/100 mil habitantes, com maiores
incidéncias meédias no Amapa (1,5 casos /100 mil habitantes) e no Para (2,9 casos/100
mil habitantes). Esses casos confirmados no Brasil ocorreram pela falha nas
intervencdes preditivas, faltaram acdes de suspeicdo e houve demora nos
diagnosticos. Uma vigilancia debilitada gera piora clinica e na evolugdo da doenca
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Tal doenca é considerada negligenciada, por
receber baixo investimento na pesquisa de novos farmacos, ja que gera pouco lucro,
acometendo, especialmente, popula¢des mais pobres dos paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento (LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010).

Vinicius Marques Soares



26

O protozoario T. cruzi é o agente etioldégico da DCA e sua transmissao ocorre
principalmente por meio da alimentagdo hematdfaga de um inseto triatomideo (o
“barbeiro”) (ARAUJO-JORGE; PIRMEZ, 1999). Os insetos hematofagos, ao se
alimentarem, liberam tripomastigotas (forma morfoldgica do protozoéario T. Cruzi) em
suas fezes perto do local da ferida da picada (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2017). Essa € a principal via de transmissdo da doenca (70% do
total).

Outras formas de contaminacdo sao: ingestdo de alimentos contaminados
com as fezes do vetor triatomideo, transfusdo sanguinea, transmissdo congénita na
fase fetal, transplante de 6rgéos infectados e acidentes laboratoriais com materiais
contaminados (CAMANDAROBA; LIMA; ANDRADE, 2002; ROJAS et al., 2005;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2006; CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2017).

No Brasil, dos casos de transmisséo da doenca, 9% foram constatados tendo
sido causados por via vetorial. Em 18% desses, ndo foi identificada a forma de
transmissao e 72% dos casos ocorreram por transmissdo oral. Entre 2008 a 2017,
ocorreram casos confirmados de DCA na maioria dos estados brasileiros. A maior
concentracdo dos casos (por volta de 95%) encontra-se na regido Norte, sendo 83%
desses no Para. Isso se deve a transmissdao oral na Amazébnia Legal, devido a
ingestao de alimentos contaminados como a bacaba, o acai, o caldo de cana, etc.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Assim, pesquisar novas alternativas terapéuticas para essa doenca €
imprescindivel, em raz8o do numero reduzido de farmacos adequados ao seu
tratamento. Os nitrocompostos e seus derivados sao farmacos considerados fortes
candidatos por apresentarem Otima acdo antichagasica. Essas moléculas, quando
modificadas, podem melhorar sua atuacdo biolégica, com diminuicdo dos efeitos
toxicos (CERECETTO et al., 2000; AGUIRRE et al., 2005).

O farmaco ideal para tratamento da doenca de Chagas (DC), segundo a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude), deveria curar em ambas as fases da doenca (aguda
e cronica), apresentar eficiéncia em poucas doses, além de ser de baixo custo, facil
acesso, ndo induzir resisténcia e causar baixos efeitos colaterais e teratogénicos, sem
a necessidade de hospitalizacdo (SOBRINHO et al., 2009).

Sabe-se que a descoberta de novos farmacos apresentando estrutura quimica

Vinicius Marques Soares



27

completamente nova é muito cara e envolve anos de investigacdo. A otimizacédo de
farmacos ja disponiveis € uma alternativa financeiramente acessivel e pode resultar
em melhores e promissores agentes terapéuticos (YAMASHITA; HASHIDA, 2004).

Em sua maioria, o desenvolvimento de medicamentos tem como alvo a
administracéo via oral, apesar de ser a via de mais complexa absor¢éo. Porém, devido
a comodidade de utilizacdo e maior adeséo por parte dos pacientes, a maioria dos
medicamentos sdo formulagdes orais. Dessa forma, prever a absorcédo in vivo, bem
como conhecer a biodisponibilidade de candidatos a farmacos é um fator ndo apenas
relevante mas também critico para o desenvolvimento farmacéutico (WATERBEEMD;
GIFFORD, 2003).

As células Caco-2 (Caucasian Colon Adenocarcinoma) sao as mais
estudadas e caracterizadas em experimentos de permeabilidade e sdo as mais
usadas como modelo celular e técnicas in vitro, pois tém transportadores de influxo e
efluxo, o que as difere de outros modelos (BALIMANE; CHONG, 2005; SOUZA;
FREITAS; STORPIRTIS, 2007).

Seu cultivo é feito em filtros permeaveis, sendo, entdo, referéncia para a
predicdo da permeabilidade de farmacos in vitro (HUBATSCH, RAGNARSSON,
ARTURSSON, 2007). A base do filtro pode ser constituida de polietileno tereftalato,
poliéster ou policarbonato. O primeiro tipo € um material inerte com baixas
propriedades de ligacao as proteinas (VERHOECKX et al., 2015).

O presente estudo representa uma contribuicdo a pesquisa de novos
farmacos antichagasicos com potencial administracdo por via oral. Neste, estdo
envolvidos dois grupos de pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP,
relacionados, respectivamente, ao desenvolvimento de projetos nas areas de sintese
de novos candidatos a farmacos (Prof. Dr. Leoberto Costa Tavares - FBT-FCF-USP)
e de avaliacdo da permeabilidade de farmacos e candidatos a farmacos empregando
culturas celulares in vitro (Prof2. Dr.2 Silvia Storpirtis - FBF-FCF-USP).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

Em 1907, o pesquisador Chagas foi enviado a Lassance, MG, para conter a
malaria na construcdo da ferrovia central do Brasil. Durante sua pesquisa, teve a
oportunidade de conhecer outros parasitas, culminando na descoberta do "barbeiro”
(COUTINHO; DIAS, 1999). Com isso, identificou o agente infeccioso etioldgico
Trypanosoma cruzi, além de seu ciclo de vida, descrevendo os sintomas em pacientes
contaminados que observou na época, tanto da fase aguda quanto da cronica, o que
permitiu a ele reproduzir a doenga, inoculando o agente T. cruzi em animais de
laboratorio (PITTELLA, 2009).

A DC se desenvolve em uma fase aguda e outra cronica (Figura 1). A aguda
acontece dois meses depois da infec¢do, apresentando muitos parasitas no sangue,
sem apresentar sintomas, na maioria dos casos. Ja na crbnica, os parasitas se fixam
no coracao e no sistema digestorio, o que causa mais de 30% de problemas cardiacos
e 10% dos sistemas gastrintestinais e neurolégicos. A doenca evoluida pode
comprometer o musculo cardiaco e o sistema nervoso, levando a arritmias e
insuficiéncia cardiaca progressiva, podendo chegar a morte subita (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Chagas, entdo, ao buscar novos hospedeiros vertebrados para o protozoario
identificado, encontrou-o em sangue de gatos e examinou moradores de casas que
continham o "barbeiro" até diagnosticar o primeiro caso da doenca: Berenice (KROPF,
2009), que apresentava edema generalizado e febre. Em seu sangue, havia o mesmo
flagelo encontrado no intestino de um “barbeiro” analisado um ano antes. Berenice
faleceu aos 72 anos, de acidente vascular cerebral, sem ter desenvolvido a forma
cronica sintomatica da doenga (GARCIA, 2009).

O ciclo de vida do protozoario é heterogéneo (dividido em 2 etapas: uma
ocorre no hospedeiro invertebrado - o inseto triatomideo -, e outra em vertebrados que
podem ser o homem e varias outras espécies de mamiferos). No inseto sao
encontradas trés formas do parasita: esfero-amastigotas, epimastigotas e
tripomastigota metaciclica, sendo esta Ultima a forma infectante presente no

“barbeiro”.
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Apbs a infeccdo no mamifero, surgem as formas tripomastigotas (fase aguda
da doenca) presentes no sangue ou intersticio extracelular; e a amastigota, presente
nas células e tecidos atingidos (fase crénica da doenca) (ARAUJO-JORGE; PIRMEZ,
1999; LANA; TAFURI, 2004; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2017).

Os tripomastigotas nao se replicam na corrente sanguinea (diferentemente
dos tripanossomas africanos). Quando os parasitas entram em outra célula ou outro
vetor, se alimentam deles e a replicacdo se retoma. O "barbeiro" se infecta ao ingerir
sangue humano ou animal contendo parasitas circulantes. Ao serem ingeridos, 0s
tripomastigotas sédo transformados em epimastigotas quando atingem o intestino
médio do vetor, que mais adiante se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos
infecciosos no intestino posterior (Figura 1) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2017).

Figura 1 - Estagios do ciclo reprodutivo do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Rey (2008).

O desenvolvimento das formas evolutivas do T. cruzi ocorre em insetos como:
Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Panstrongylus lutzi, Triatoma

infestans, Triatoma rubrovaria, Triatoma sérdida, Triatoma pseudomaculata; sendo o
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Triatoma infestans o causador majoritario das infec¢coes chagasicas. Esse agente
etioldgico realiza a segunda fase do seu ciclo evolutivo em animais vertebrados como:
seres humanos, caes, macacos, gambas, gatos, morcegos, porcos-espinhos, pacas,
entre outros (COSTA et al., 2013).

Porém, de acordo o Ministério da Saude (2019), o triatomideo da espécie
Triatoma infestans, no periodo de 2012 a 2016, foi 0 de menor captura, em plano
nacional. Além disso, outras 6 espécies (Rhodnius neglectus, Rhodnius nasutus,
Rhodnius robustus, Triatoma maculata, Panstrongylus geniculatus e Triatoma
vitticeps), além daquelas ja descritas anteriormente, estavam entre as 13 capturadas
no periodo ja descrito.

Segundo o SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo),
19.914 casos suspeitos de DCA, entre 2012 e 2016, foram registrados (94,0%
descartados e 5,9% confirmados), 44,2% eram mulheres, e destas, 3,2% gestantes.
A idade média dos doentes era de 32 anos, com faixa etaria mais atingida entre 20 a
49 anos, sendo a maioria negra (80,0%) e com 1 a 9 anos de escolaridade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

O Programa de Controle da DC nao controla diretamente os vetores da
doenca, mas usa uma estratégia l6gica que reduz a sua carga, prevenindo outras
formas de transmissdo e tratando pacientes ja infectados. Essa estratégia,
aparentemente simples, tenta superar o desafio de aplicar diversas atividades,
combinando com diferentes cronogramas de implementacdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Em 2005, no Estado de Santa Catarina, o surto de contaminacéo pelo T. cruzi,
cujo primeiro caso teve possivel relagdo com a ingestdo do caldo de cana, ganhou
mais visibilidade, pois mobilizou a vigilancia em relacéo a transmisséo oral da doenca,
com estratégias especificas de vigilancia para a regido. No Para, com 89,0% desses
eventos, houve muitos casos notificados no periodo de safra do acai (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019).

A mudanca do quadro epidemiologico da DC no Brasil promoveu um novo
modo de vigilancia epidemiologica. Porém, o risco de transmisséo vetorial dessa
doenca ainda existe, devido a fatores como: presenca de triatomideos autdéctones com
alta capacidade de colonizacéo; existéncia de reservatorios de T. cruzi, com a

proximidade das popula¢gdes humanas cada vez mais frequente a esses ambientes; a
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resisténcia de focos de T. infestans, em certos municipios do Rio Grande do Sul e da
Bahia (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No Pais, a vigilancia e o controle da DC tém trés eixos basicos com atuacfes
conjuntas que focam em: (i) casos humanos, com deteccdo precoce, tratamento,
prevencao, investigacdo dos modos de monitoramento da infeccéo por Trypanosoma
cruzi, transmisséo e analise de morbimortalidade; (ii) de vetores, objetivando eliminar
a transmissao vetorial por Triatoma infestans e controlar as outras espécies; (iii) do
ambiente, com atividades ambientais, de vigilancia sanitaria e epidemioldgica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

2.2 FARMACOTERAPIA PARA A DOENCA DE CHAGAS

Sabe-se que ndo existe tratamento efetivo para a DC, especialmente para a
sua fase cronica. Tem-se ainda que entre 1975 e 1999, dentre os 1.393 novos
medicamentos registrados, apenas 1% dos farmacos se destinavam a doencas
tropicais (SOBRINHO et al, 2007).

Essa moléstia infecciosa transfigurou-se em problema global, pois durante
longo periodo foi negligenciada, j& que a mesma ndo beneficiava a indastria
farmacéutica pelo baixo poder aquisitivo dos pacientes, em geral (BEZERRA, 2012).

Analisando a farmacoterapia, a partir da década de 1970, os Unicos farmacos
para o tratamento da DC a venda eram o benznidazol e o nifurtimox, que ainda
demonstram efeitos adversos consideraveis. Entretanto, na maioria dos paises onde
a doenca é endémica (Brasil, Chile, Venezuela, entre outros), o benznidazol € mais
usado devido a sua menor toxicidade comparada ao nifurtimox (COURA; CASTRO,
2002; COURA; CANCADO, 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

O farmaco mais efetivo foi o nifurtimox (Lampit™, da Bayer), que gera radicais
livres que reagem aerobiamente, atacando o T. cruzi, que ndo tem defesa contra eles
(DIAS et al., 2009). Porém, a partir de 1980, o mesmo parou de ser vendido no Brasil
e depois no Chile, na Argentina e no Uruguai, devido a falta de interesse pelo baixo
lucro (COURA; DE CASTRO 2002; SOBRINHO et al., 2007).

Atualmente, somente esta a venda no Brasil o Bz (N-benzil-2-nitro-I-
imidazolacetamida ou simplesmente benznidazol), que apresenta auséncia de cargas

e grupos funcionais acidos ou basicos e baixa solubilidade em &gua na faixa de pH de
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interesse fisioldgico (pH 1 a 8) (SOBRINHO et al., 2009).

O mecanismo de atuacdo do benznidazol (Bz) € a formacéo de ligacbes
covalentes as macromoléculas do parasita, facilitando sua fagocitose e lise, inibindo
seu crescimento pela enzima fumarato redutase (DIAS; COURA, 1997; SOBRINHO
et al., 2007; DIAS et al., 2009). Porém, esse mecanismo causa diversos efeitos
colaterais como: depressdo da medula 6ssea, hipersensibilidade e polineuropatia
periférica (DIAS; COURA, 1997).

Ribeiro (2017), salienta em 12 artigos de sua pesquisa de 2012 a 2016 que
apenas 16 farmacos foram utilizados em estudos com base na estratégia de
reposicionamento para o desenvolvimento de novos farmacos. Destaca-se que a
maior parte dos trabalhos utilizados no estudo adotaram a tatica de associar o farmaco
benznidazol com outros compostos, ou realizar modificacdes farmacocinéticas no
mesmo. Entretanto, em nenhuma das propostas foi citada a nifuroxazida, que no
presente estudo é considerada um composto lider sobre determinados anélogos.

Os derivados nitrofuranicos que atuam contra o Trypanosoma cruzi sdo uma
alternativa muito vantajosa e possivel para estudos de alteracdo molecular, em busca
de novos compostos-protétipos melhorados (JORGE, 2011; ISHII et al., 2011).

Pacientes na fase cronica inicial e aqueles nos quais a infeccao foi reativada
(por imunossupressao, por exemplo) sao também recomendados a fazer o tratamento
antiparasitario, pois assim o0s adultos infectados (principalmente aqueles sem
sintomas) se previnem ou reduzem a progressdao da doenca, inclusive
congenitamente, em mulheres gravidas. Nessas, porém, o benznidazol e o nifurtimox
ndo devem ser administrados, assim como ndo devem toma-los pessoas com
insuficiéncia hepatica ou renal. Nos casos adicionais, pode ser preciso tratar
especificamente o0s sintomas cardiacos ou digestivos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

2.3 NITROCOMPOSTOS

Criados na década de 1940 e utilizados até hoje, 0s nitrocompostos sao
agentes terapéuticos de varias classes, como: anti-hipertensivos, antiparasitarios,
inseticidas, antibacterianos, sedativos, vasodilatadores, antipiréticos, antineoplasicos,
analgésicos, anti-inflamatdrios, etc. O grupo nitro desses compostos (chamado de

parasitéforo) tem acdo antiparasitaria, em especial, quando se liga com o0s anéis
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tiofénico, imidazélico e furanico (TAVARES et al., 1999; KATZUNG, 2001;
SWEETMAN, 2002; RAETHER; HANEL, 2003; RANG; DALE; RITTER, 2004).

Outras vantajosas propriedades da nifuroxazida séo: ela € inapta a produzir
consideravel resisténcia bacteriana e € suscetivel a alteracdes sintéticas (JORGE et
al., 2009). O tipo de estrutura da nifuroxazida (Figura 2), que permite modificacdes
quimicas por planejamento molecular racional, torna essa molécula capaz de criar
compostos analogos (MASUNARI; TAVARES, 2007).

Figura 2 - Estrutura quimica da nifuroxazida.
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H

Fonte: Masunari e Tavares (2007).

A criacdo de novas moléculas empregando grupos nitro restringe sua
aplicacdo em virtude da toxicidade potencial desse grupamento. Entretanto, ha
estratégias para diminuir essa toxicidade (SOUZA, 2011).

Ha a possibilidade de realizar estudos, também para melhorar o perfil
antiparasitario dos compostos nitroheterociclicos (CERECETTO et al., 2000;
AGUIRRE et al.,, 2005). Entre esses, um antimicrobiano de amplo espectro, a
nifuroxazida, se mostrou uma boa escolha para alteracdes estruturais em estudos de
Relacdo Estrutura Atividade Quantitativa (Quantity Structure Activities Relations -
QSAR) (TAVARES, 1993; TAVARES; PENNA; AMARAL, 1997; RANDO et al., 2002).

Dessa forma, compostos com estrutura analoga a nifuroxazida sao
considerados promissores na busca de novos farmacos antichagasicos, com o
objetivo de aprimorar sua atividade bioldgica, assim como reduzir seus efeitos toxicos.
O proximo passo no desenvolvimento desses farmacos é a analise dos processos que
governam sua farmacocinética, objetivando-se, principalmente, a possivel

administragcao por via oral.
2.4 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS E A FARMACOCINETICA
A farmacocinética é o estudo quantitativo, por modelos matematicos, de

processos de absorcdo e destino de farmacos. A absor¢do, a distribuicdo, o

metabolismo e a excrecdo sdo fendbmenos farmacocinéticos que envolvem a
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passagem do farmaco pelas membranas celulares e barreiras bioldégicas (DELUCIA,
2014).

Atualmente, a sintese de novos farmacos para o tratamento da DC é a
estratégia mais utilizada, apesar de custosa e dispendiosa. Ultimamente, as pesquisas
de novas entidades quimicas (NCEs, do inglés New Chemical Entities) exigem
investimentos da ordem de milh&es de dolares em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D)
e englobam muitos anos de trabalho de profissionais multidisciplinares. Presume-se
gastos de US$ 500 milhdes até US$ 1 bilh&o e um tempo de pesquisa de cerca de 15
anos, desde a criacdo da ideia do projeto até a Ultima fase de pesquisa clinica,
podendo chegar a valores acima de US$ 1 bilhdo em alguns casos (LOMBARDINO;
LOWE lII, 2004; FEE, 2007; UCHOA; COSTA, 2011).

A maioria dos estudos relativos a doencga baseia-se na pesquisa de novas
drogas. Estes novos compostos se encontram nas fases pré-clinicas e agem contra o
parasito por muitos meios diferentes ainda néo elucidados. (RIBEIRO, 2017).

Estudos relativamente recentes demonstram que ensaios de farmacocinética e
toxicidade de farmacos séo realizados mais eficazmente e com maior antecedéncia
do que eram feitos no passado (SONG; LIMAND; TONG, 2009; WATERBEEMD;
GIFFORD, 2003). Esses podem ser inseridos na Clinica Médica fundamentalmente
pelos seguintes processos: acaso, triagem empirica, extracdo de substancias ativas
de fontes naturais, alteracdo molecular de medicamentos e planejamento racional
(DELUCIA, 2014). Por isso, a industria farmacéutica foi incentivada a implementar
parametros de triagem adequados de alta competéncia, com vantagens custo-efetivas
e altamente prenunciadores em relacdo ao perfil ADME (absorcao, distribuicéo,
metabolismo e excrecao) in vivo (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000).

Comprimidos de liberacdo prolongada de benznidazol, usando polimeros
como excipientes, ocasionaram reducao na frequéncia de administracédo do farmaco,
0 que seria benéfico aos pacientes pela reducéo do abandono da terapia. Porém,
estudos realizados em coelhos ndo deram resultado positivo, exigindo mais estudos
de biodisponibilidade para a criagdo dessa nova formulacdo (DAVANCO; CAMPOS;
PECCIININII, 2016).

Entre os parametros que dificultam a administracdo do benznidazol estéo a
estabilidade e a biodisponibilidade, pois exigem frequéncia diaria e longo tratamento
(DAVANCO; CAMPOS; PECCIININII, 2016), além da forma farmacéutica ndo ser
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acessivel a criancas e idosos (MANARIN et al, 2013). Estas dificuldades podem ser
vencidas pela criacdo de novos sistemas de liberagcdo e uso da tecnologia
farmacéutica (DA CUNHA FILHO et al., 2013).

Para atingir a produtividade determinada pelos altos investimentos em P&D
de farmacos, as grandes industrias farmacéuticas mundiais tém apostado em testes
de triagem mais racionais e breves, minimizando custos e tempo (YAMASHITA,
HASHIDA, 2004; UCHOA; COSTA, 2011).

As quimiotecas, de forma racional, sdo avaliadas por varios modelos
computacionais (in silico) para particularidades farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicidade; e as moléculas escolhidas para a sintese passam por testes experimentais
in vitro e posteriormente in vivo, possibilitando a identificagdo de NCEs com
propriedades adequadas (YAMASHITA; HASHIDA, 2004; FERNANDES et al., 2011).

O composto GNF6702, na época do desenvolvimento, demonstrou atuacdo
significativa contra o T. cruzi, inibindo de maneira hdo competitiva o proteassoma do
parasito (uma enzima muito importante para células eucariéticas), ndo agindo sobre o
proteassoma humano. O composto passou por ensaios pré-clinicos de toxicidade
(KHARE et al., 2016).

Os testes experimentais em consonancia com o prognaostico in silico servem
de apoio para a previsdo da absorcdo. Portanto, experimentos farmacocinéticos in
vitro e in vivo sdo e sempre serdo essenciais para a determinacdo de um novo
candidato a farmaco (WESTERHUIS; KOURTI; MACGREGOR, 1998; CRUCIANE,
2006; FERNANDES et al., 2011).

A tatica farmacéutica do reposicionamento de farmacos para doencas
negligenciadas € valiosa também, pois além de reduzir tempo e investimento, esses
farmacos ja possuem perfil toxicoldgico e farmacocinético desenvolvido (ALBERCA et
al., 2016).

2.5 PERMEABILIDADE INTESTINAL DE FARMACOS E ABSORCAO PELA VIA
ORAL

Tem-se que em se tratando da via de administracdo de farmacos, a via oral
(vo) € a mais conveniente no tratamento de doencas crbnicas pela comodidade na

administracdo do medicamento, baixo custo e alta adesao, empregando-se, em geral,

Vinicius Marques Soares



36

formas farmacéuticas produzidas de maneira mais simples. Assim, essas
propriedades vantajosas na absorcao por esta via séo relevantes na busca de um
novo candidato a farmaco (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

A possibilidade de uso da via oral influenciara varios aspectos clinicos
importantes. O controle das concentracdes plasmaticas de farmacos seréa facilitado,
mantendo-as estaveis por certo tempo, usando sistemas de libertacdo controlada.
Além disso, também sera possivel garantir que a molécula chegue até o alvo
terapéutico especifico, 0 que tornara o tratamento mais viavel (THANKI et al., 2013).

Em teoria, seria factivel controlar as variacbes na concentracao do farmaco,
reduzindo os efeitos colaterais. A efetivacdo da via oral evitaria também o desconforto
das agulhas, aumentando a cooperacdo do paciente na terapéutica. Sem citar a
reducéo do risco de infeccdo no ato de perfurar a pele para a via iv (intravascular), o
que evitaria também a necessidade de pessoal especializado para fazer a
administracao (THANKI et al., 2013).

Mesmo que a vo seja mais vantajosa do que a via iv, ela possui desvantagens,
devido, por exemplo, a baixa permeabilidade de alguns farmacos ao longo do trato
gastrintestinal; a sua instabilidade quimica e a baixa solubilidade em agua; além da
variacao do pH que pode afetar a absorcao e a estabilidade dos farmacos. As enzimas
intestinais e hepaticas também podem influir na rapida degradacdo dos farmacos
(BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000; GONCALVES; STORPIRTIS, 2011; LUO
et al., 2014).

Para isso, € importante entender os processos de solubilizacédo e absor¢éo
dos compostos na elaboracdo de moléculas propicias a administracdo oral, pois
diversos fatores podem influenciar nesse processo, como: lipofilicidade, esvaziamento
gastrico, dissolucdo, absorcdo por transporte ativo ou passivo, pH, tamanho de
particula e alimentos (BUENO; RECH, 2009). Um outro desafio corresponde ao fato
de que as altas concentracfes de farmaco por via oral podem danificar as mucosas
gastrica e intestinal (LUO et al., 2014).

Apds serem ingeridos, os farmacos tém que superar barreiras complexas
como a instabilidade no trato gastrintestinal e o metabolismo pré-sistémico. Dessa
maneira, € preciso melhorar a viabilidade deste processo, para haver melhor
tolerdncia da administracdo oral, e maior biodisponibilidade dos farmacos como
aqueles administrados por via iv (FERREIRA; FIGUEIRAS, 2015).
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A via iv € tida como a via mais interessante no tocante a cinética dos farmacos,
ja que € mais facil predizer seu comportamento na corrente sanguinea. Por essa via,
o farmaco estara totalmente biodisponivel, em relacdo a dose administrada
(FERREIRA; FIGUEIRAS, 2015).

Ao receber tratamento pela via iv, 0 doente poderéa sentir-se incapaz por sentir
dependente, ja que os horarios do tratamento sdo muito rigorosos. Assim, a
qguimioterapia por via oral apresenta-se como uma op¢ao conveniente e interessante
em relacdo a via iv (FERREIRA; FIGUEIRAS, 2015).

2.5.1 Principais vias de absorc¢éo de farmacos

A difusdo € um mecanismo essencial de absorcao intestinal de farmacos. Ela
€ controlada pelo gradiente de concentracdo e pode acontecer entre as células
(transporte paracelular) ou através das células (transporte transcelular) (LI, 2001;
SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007).

Em geral, esse transporte € mediado parte pelo transportador e parte por rotas
passivas. Farmacos hidrofilicos e peptideos utilizam a via de transporte paracelular,
em geral. Substancias muito hidrofilicas, hipoteticamente, podem usar também a via
transcelular. Porém, segundo estudos recentes, as tight junctions (juncdes apertadas
e justas entre as membranas laterais das células que impedem o fluxo de materiais e
vedam o espaco intercelular) podem limitar o transporte paracelular (ARTURSSON,;
PALM; LUTHMAN, 2012).

Conforme a literatura, certos farmacos hidrofilicos semelhantes a nutrientes
podem ser transportados de forma ativa ou passiva mediada por transportador através
do epitélio intestinal (ARTURSSON; PALM; LUTHMAN, 2012). Tendo isso, conforme
pode-se observar na Figura 3, o transporte de farmacos pelo epitélio intestinal pode
se dar por um ou mais mecanismos. Nas letras (e) e (f) estdo indicados dois
mecanismos que bloqueiam a absor¢ao, enquanto (a) indica a permeabilidade passiva
transcelular; (b) o transporte mediado por carreadores de membrana; (c) a
permeabilidade passiva paracelular; (d) o transporte vesicular (transcitose); (e) o
transporte mediado por carreadores de excrecdo e (f) a presenca de enzimas

metabolizadoras.
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Figura 3 - Principais mecanismos de transporte através da membrana intestinal.
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Fonte: Goncalves et al., (2012).

No epitélio intestinal, certas substancias que penetram na membrana
plasmatica das células da mucosa séo levadas de volta ao lumen intestinal (efluxo)
através do transportador chamado glicoproteina-P (P-gp) (LI, 2001; SOUZA,
FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

A via da transcitose para o lado seroso do epitélio € uma rota pouco
interessante para o transporte intestinal de farmacos devido a sua reduzida
capacidade de transporte na mucosa. Por isso, é a via para farmacos muito potentes
(como antigenos peptidicos) que, por causa de seu tamanho molecular, ndo séo
transportados por outras vias (ARTURSSON; PALM; LUTHMAN, 2012).

2.6 TECNICAS IN VITRO PARA A AVALIACAO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL
DE FARMACOS

Para a avaliacdo da permeabilidade intestinal, ha vérias técnicas além dos
modelos in vitro. S&8o0 exemplos 0s seguintes modelos: computacionais, fisico-
guimicos, modelos in vivo, modelos de perfusédo in situ. O modelo que utiliza células
Caco-2 e o0 ensaio PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) s&o os
métodos mais aceitos pela industria farmacéutica, sem contar o uso de células MDCK
(Martin-Darby Canine Kidney). O primeiro possui mecanismos multiplos, se
diferenciando e exibindo propriedades morfologicas e funcionais semelhantes as dos
enterdcitos (KRATZ, 2011).

No inicio do desenvolvimento de um novo farmaco, para os estudos de

permeabilidade, as técnicas in vitro s8o menos custosas do que as in vivo em animais
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e seres humanos (GUANGLI; YIYU, 2006). Os métodos in vitro possuem vantagens e
desvantagens. Essa técnica € mais rapida e sem interferéncia de fatores biolégicos,
mesmo nao simulando a membrana biolégica com exatidao (SILVA, 2010).

Além disso, fatores fisiolégicos como a taxa de transito gastrintestinal, a taxa
de esvaziamento gastrico e o pH gastrintestinal ndo podem ser incorporados na
interpretacdo dos dados, o que configura uma questao muito discutida quanto aos
sistemas in vitro. Um fator negativo dessa técnica € a falta de sangue e nervos que
restringe a viabilidade e dificulta a criacdo de tecidos, podendo causar danos
morfolégicos (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000; SOUZA; FREITAS;
STORPIRTIS, 2007).

Uma precaucdo considerada essencial € evitar contaminacdo da cultura
celular. Com 3 semanas de antibidticos no meio de cultura, uma infeccao subclinica
nao identificavel poderia alterar os resultados (VERHOECKX et al., 2015).

A diferenciacéo da linhagem Caco-2 ocorre em um mosaico (Figura 4) devido
a sua heterogeneidade. A monocamada dessa linhagem sera homogeneamente
diferenciada dentro de 18 a 21 dias, em geral. A integridade das monocamadas é
verificada antes dos estudos de transporte, utilizando um protocolo que tem como
base a medida da resisténcia elétrica transepitelial (RET), o que se considera
essencial para atestar a integridade e a qualidade da monocamada de células
epiteliais polarizadas (VERHOECKX et al., 2015).

Figura 4 - Membrana onde ocorre a diferenciagdo das células em enterdcitos para o experimento de
permeabilidade.
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Fonte: Verhoeckx et al. (2015).
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2.7 CELULAS CACO-2

Utiliza-se com frequéncia as células Caco-2 para identificar estruturas
facilmente absorvidas pelo epitélio intestinal (LI, 2001). Essas células tém origem em
um adenocarcinoma de colon humano, tendo sido isoladas e cultivadas pela primeira
vez em 1977 por Jorgen Fogh e colaboradores na pesquisa de mecanismos de células
de tumores e nos estudos de terapia antineoplasica realizada no Sloan-Kettering
Institute (SKI) do Memorial Sloan Kettering — (MSKCC). Verificou-se com esses
estudos que, em cultivo adequado, as células cancerigenas se diferenciavam em
estruturas similares a enterocitos (FOGH; WRIGHT; LOVELESS, 1977; PINTO, 1983).

Essas células tém também habilidade espontanea de se diferenciar em cultivo
in vitro, apresentando muitas caracteristicas bioquimicas e morfol6gicas do intestino
delgado humano (ARTURSSON; KARLSSON, 1991).

Em cultivo ideal, as células Caco-2 formam uma monocamada de células
cilindricas polarizadas que, ao crescerem, formam microvilosidades na borda apical.
Entre as células anexas, formam-se jun¢cBes oclusivas que apresentam acao
enzimética de hidrolases comuns do intestino delgado. Ao serem cultivadas em
circunstancias equiparadas as do intestino in vivo, sdo usados suportes de filtros
permedveis, para deixar livre o transito de ions e nutrientes de cada lado da membrana
formada (SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007). Apesar de ser uma referéncia em
testes de absorcao de farmacos, existem alguns fatores que limitam o uso das células
Caco-2 (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000; SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS,
2007). Alguns desses sdo os seguintes: 1) Pequeno numero de transportadores
(peptideos, por exemplo) (CHONG et al., 1996); 2) Permeabilidade reduzida (igual ou
menor que o manitol, embora em humanos seja maior que 50%) para compostos
hidrofilicos com pequeno peso molecular (atenolol, ranitidina, hidroclorotiazida,
furosemida, etc.); 3) Emprego de co-solventes (propilenoglicol, metanol,
polietilenoglicol e etanol) que podem causar danos & membrana; 4) Pouca permeagao
do farmaco e aderéncia ao filtro de policarbonato; 5) Crescimento lento de suas
células, necessitando uma cultura de até 3 semanas, com nutrientes, temperatura e
tempo de intervalo entre os repigues que devem ser controlados para néo alterar a
membrana formada (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000).

O emprego dessas células em modelos in vitro de culturas em monocamadas
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tornou-se importante no desenvolvimento de novos farmacos, pois além de mostrarem
mecanismos de absorc¢do, permitindo a predicdo em humanos da absorcéo oral de
farmacos, podem auxiliar na identificacdo de possiveis problemas de solubilidade e
permeabilidade (ARTURSSON, PALM, LUTHMAN, 1996; LENTZ et al.,, 2000;
KOBAYASHI et al., 2001; NEUHOFF et al., 2005).

Em muitas areas da ciéncia, a cultura de células abre portas para novas
possibilidades. A linhagem de células Caco-2, se corretamente desenvolvida, pode
fornecer dados sobre propriedades bioquimicas de barreira da mucosa intestinal,
sendo possivel descobrir conhecimentos preciosos sobre a absor¢cdo de farmacos e
componentes da dieta, interessantes para as industrias alimenticia e farmacéutica
(VERHOECKX et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo do estudo foi avaliar a permeabilidade de alguns
compostos 5-nitroheterociclicos analogos a nifuroxazida com potencial atividade
frente ao agente etioldégico da doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi), através do
emprego de ensaios in vitro com células Caco-2, visando ao desenvolvimento racional

de novos farmacos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a citotoxicidade de trés anélogos a nifuroxazida e do co-solvente
dimetilssulfoxido (DMSO) que é usado na solubilizacdo dos compostos frente
as células Caco-2, visando a determinacdo das concentracfes a serem

utilizadas nos ensaios de permeabilidade;

e Desenvolver e validar métodos bioanaliticos para quantificacdo do metoprolol,
hidroclorotiazida, nifuroxazida e de seus trés analogos por cromatografia a

liquido de alta eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a permeabilidade do metoprolol, hidroclorotiazida, nifuroxazida e de

seus trés analogos pelo emprego de ensaios in vitro com células Caco-2.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Substancias Quimicas de Referéncia

e Hidroclorotiazida

Teor: 99,3%

e Succinato de Metoprolol
Teor: 99,5%

e Nifuroxazida

Teor: 99,9%

4.1.2 Série de compostos

Os compostos utilizados neste estudo sao nitroderivados da nifuroxazida e
foram planejados, sintetizados e disponibilizados pelo Laboratério de Planejamento e
Desenvolvimento de Farmacos do Departamento de Tecnologia Quimico-
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sé&o
Paulo, sob responsabilidade do professor Dr. Leoberto Costa Tavares.

Selecionaram-se trés compostos (identificados como compostos 22, 23 e 24)
entre 0s mais reativos e promissores dos analogos sintetizados para este estudo,
representados na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura molecular, nomenclatura e Massa Molecular (MM) dos compostos 22, 23 e 24.

22
o
I o
C@)\ H o N'-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-2-naftohidrazida

MM: 309,28 g/imol

23
. n s l;"IL‘M‘D_
o " 6 6-hidroxi-N'-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-2-naftohidrazida

MM: 326,28 g/mol

[ .

N _ _ o o
H 3 B6-amino-N’-((5-nitrofurano-2-ilymetileno)-2-naftohidrazida

M

MM: 325,30 g/mol

Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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4.1.2.1 Sintese dos compostos

Apés sintetizados (SILVA NETO, 2017), os compostos foram submetidos a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio e carbono para determinar a
sua pureza (Figuras 6, 7 e 8).

Figura 6 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono o Composto 22

Composto 22: A" -{(5-nitrofurano-2-ilymetileno)-2-naftohidrazida
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Solido amarebo (93%); fF 249 — 250 °C, 'H NMR {DMS O, 300 MHz): &(ppm): 12.20 (s, 1H, H8), 8.54/8.49 (d,
2H, H6, H19), 8.08/7.98 (m, 4H, H11, H12, H14, H17), 7.72/7.21 {d, 1H, H3) PC NMR {H} (DMSO=f., 75
Milz): & (ppm): 1.63.48 (C9), 151.80 (C2), 151.79 (C5), 135.50 (C18), 135.33 (C6), 134.47 (C10), 131.99(C13),
130.09 (C17), 128.94 (C19), 128.21 {C15), 128.09 {C14) 127.68 (C16). 126.96 (C11), 115.17 {C4/C3); Anal
Elem. Cale.: {(CraHMsOy): C, 62.14%:; H, 3.58%; N, 13.5%%. Exp.: C, 62.47%; H, 3.70%:; N, 13.49%,

Fonte: SILVA NETO, 2017.

Vinicius Marques Soares



45

Figura 7 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono do Composto 23.

Composto 23: 6-hidroxi-A"<{(5-nitrofurano-2-ilymetileno)-2-naftohidrazida
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Solido amarclo (84%); T 268 — 269 °C.'"H NMR (DMSO=i., 300 MHz): Sippm): 12.29 (s, 1H. H8), 10.15 (s, 1H.
H6), 7.27 (s, 1H, OH), 8.45/7.20 (m, 8H, H3/H4, H11/H12/H14, HI&H17/H19); PC NMR {H) (DMSO-d., 75
MHz): 5 (ppm): 163.67 (C9), 162.28 (C15), 157.36 (C2), 151.94 (CS), 114.93 (C4), 114.63 (C3), 136.51/119.66
(Cl11, C12,C13, C116,C17, C18, C19); Anal. Elem. Calc.: (CyH iN;Os): C, 59.08%; H, 3.41%; N, 24.59%. Exp.:
C, 52.91%: H, 4.4 1%: N, 11.56%.

Fonte: SILVA NETO, 2017.
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Figura 8 — Espectro de Ressonéncia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono do Composto 24.

Composto 24: 6-amino-A"-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-2-naftohidrazida
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Solido mamom (75%); ff 250 — 251 °C; 'H NMR (DMSO-c., 300 MHz): 8{ppm): 12.21 (s, 1H, HS8),
B8.44/832 (d, 2ZH. HIL1, H19), 7.787.74 (d. 3H. H12, H14, HI17), 7.61/7.59 (d, 1H, H4), 7.31, (5. 1H, H16),
7.06/7.03 (d, 1H, H3), 6.88 (s, 1 H, H6), 5.80 (s, 2H, NH;); PC NMR {H}) (DMSO-c, 75 MHz): & (ppm): 163.8¢
(C9), 152.11/152.08 (C2, C5), 149.01 (C15), 137,07 (C6), 13448 (C13), 130,12 (C17), 128,64 (C1D),
125.03/124.66 (C11, C12, CI18, C19), 119.14 (Cla), 11473 (C4, C3), 10526 (Cl4y, Anal. Elem. Calc.
(CreHpaMNyOy): C, 59.26%; H, 3.37%: N, 17.28%. Exp.: C, 52.56%; H. 4.11%%; N, 1640%;,

Fonte: SILVA NETO, 2017.
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4.1.3 Equipamentos

e Agitador magnético Fisatom™, modelo 752;

e Agitador termostatizado Tecnal™, modelo TE-424;

e Balanca analitica Shimadzu™, AX 200;

e Banho ultrassonico Unique™, modelo USC-2800%;

e Bujao de crioconservagao Volta™, modelo XC 20;

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu™ composto por bomba LC-
10ADVP, degaseificador DGU-14A, injetor automatico de amostras SIL-
10ADVP, detector ADA SPD-M10AVVP, forno de coluna CTO10AVP; com data
de Qualificacdo Operacional e de Performance inferior a um ano;

e Fluxo laminar Telstar™, modelo AV-100;

e Incubadora de CO2 Thermo™, modelo Forma Series Il;

e |eitora de placas — Spectra™ Fluor plate reader, Tecan™;

e Micropipetas de volume variavel HT Labmate™,;

e Microscopio Bioval™, modelo L2000A;

e Microscopio invertido Olympus™, modelo CKX41;

e Mini Voltimetro Millicell ERS™ Millipore;

e PHmetro Metrohm™ modelo 827;

e Pipetadores automaticos HT Swiftpet™,;

e Sistema de filtracdo a vacuo Quimis™,

4.1.4 Células, reagentes, solventes e materiais empregados nos experimentos

e Acetonitrila grau cromatografico Merck™,;

e Acido ortofosférico PA Merck™;

e Agua ultra-pura obtida em equipamentos Millipore, modelo Milli-Q™ Academic;

e Baldo volumétrico ambar Pirex™, de 5, 10, 50, 100, 1000 e 2000 mL;

e Células Caco-2 (TC-7), passagem 64 — Instituto Adolfo Lutz;

e Coluna Cromatografica Hypersil™ phenyl-2, de 150 mm de comprimento e 4,60
mm de didmetro interno, contendo particulas de 5 ym, Thermo Scientific™,;

e Filtros esterilizantes — TPP ™,

e Dimetilsulféxido ASC Carlo Erba™;
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Fosfato dibasico de sodio PA Merck™;

Garrafa de cultivo celular 25 e 75 mm? — Corning;

Glicose — Sigma-Aldrich™;

Hemocitometro Neubauer™,;

Hidroxido de s6dio PA Merck™;

Kit MTT para citotoxicidade - Sigma-Aldrich™ (MTT em pé 1 g/frasco, solucao
de solubilizacdo de MTT — 10% de Triton X-100 plus e 0,1 N HCIl em isopropanol
anidro);

Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) em pé — Cultilab™;

Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)liquido sem fenol-Cultilab™;
Membranas filtrantes Sartorius™ - acetato de celulose com 47 mm e poro de
0,22 pm;

Metanol grau cromatografico Merck™:;

Pipetas soroldgicas estéreis e descartaveis de volumes variados — TPP™;
Placas de 96 pocos com fundo chato — TPP™;

Placas Transwell™ de 6 ou 12 pocos com inserts de policarbonato com 4 um de
poro, Corning™;

Ponteiras descartaveis Brand™;

Provetas Pirex™ de 100, 500 e 1000 mL;

Sais de acido N-2,hidroxietilpiperazina-N-etanosulfonico (HEPES) — Sigma-
Aldrich™;

Solugdo de aminoacidos néo essenciais — Sigma-Aldrich™;

Solugdo de antibidticos estreptomicina 100 pg/mL / penicilina 100Ul —
Cultilab™;

Solucéo de glutamina 200 mM — Sigma-Aldrich™;

Solugao de tampéo Hank’s — Cultilab™;

Solucéo de Tripsina 0,25% e EDTA 1 mM — Cultilab™;

Soro fetal bovino — Cultilab™;

Trietilamina PA Merck™;

Unidades filtrantes Millipore™, tipo HV Millex em polietileno com membrana
Durapore com 13 mm de didmetro e poros de 0,45 um,;

Vials Shell™ ambar, volume 1 mL, dimensdes 8 x 40 mm.
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4.2 INFRAESTRUTURA

Os experimentos descritos no presente trabalho foram realizados no
Laboratério CITOS de Permeabilidade Celular do Departamento de Farmacia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, sob a orientacdo e responsabilidade
da Prof.2 Dr.2 Silvia Storpirtis.

4.3 METODOS

4.3.1 Cultivo das células Caco-2

As células Caco-2 (CCIAL 064) foram adquiridas do Instituto Adolfo Lutz (IAL
— S&do Paulo-SP, Brasil) na passagem 64 e cultivadas em meio DMEM com alta
concentracédo de glicose (4,5 g/L); 1% de solucao de aminoacidos ndo essenciais, com
10% de soro fetal bovino; 1% de solugéo de glutamina 200 mM; 2,2 g/L de bicarbonato
de sodio e substancias antimicrobianas (penicilina 100 Ul e estreptomicina 100 pug/mL)
(GONCALVES et al., 2012).

O banco celular foi conservado em cultivo em garrafas de 75 cm?, e seu meio
foi substituido a cada dois dias, e armazenado em incubadora a 37° C, 5% de COze
90% de umidade relativa. O subcultivo foi realizado quando a cultura atingiu, no
minimo, 80% de cobertura da garrafa, em cerca de 3 a 4 dias, da seguinte forma: o
meio de cultivo foi aspirado e descartado, as células que formam a membrana aderida
a parede da garrafa foram isoladas com utilizacdo de 2 mL de solucdo de tripsina
(25%) e EDTA (1mM) e incubadas a 37°C por 5 minutos. As células foram, entéo,
ressuspendidas em meio DMEM e divididas na propor¢do 1:4 em novas garrafas
contendo 14 mL do meio DMEM.

4.3.2 Crioconservagéo do banco celular

Assim que adquiridas, as células foram repicadas para garrafas de 75 cm? e
mantidas nas mesmas condi¢cfes de cultivo até que todas atingissem, no maximo,
90% de cobertura da area da garrafa. Utilizou-se um numero de garrafas proporcional

a quantidade que se pretendia obter de criotubos que iriam ser crioconservados.
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Atingindo a confluéncia esperada, as células foram suspendidas, contadas e
posteriormente ressuspensas em soro fetal bovino. Assim, foram adicionadas nos
criotubos de 1 mL na densidade maxima de 1 x 108 células/criotubo, onde, 500 pL
foram da suspenséo e os outros 500 pL foram da solucédo de congelamento (80% de
soro fetal bovino e 20% de DMSO). Em seguida, os criotubos foram armazenados em
freezer a -80°C por 24 horas e, ap0s esse periodo, podiam ser crioconservados
(AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2018).

4.3.3 Padronizacdo do ensaio de citotoxicidade in vitro em células Caco-2 frente
aos nitrocompostos para determinacao da viabilidade celular

Os compostos em estudo foram dissolvidos em DMSO - solvente
frequentemente utilizado quando compostos com baixa hidrossolubilidade séo
avaliados em ensaios de permeabilidade - na concentracdo de 10 mM. Em condi¢des
experimentais, esse co-solvente foi utilizado na concentragdo maxima de 0,05%.
Sendo assim, o controle negativo elimina qualquer divida sobre sua interferéncia nos
resultados de toxicidade dos analogos em estudo, nao inviabilizando o emprego do
mesmo nos ensaios seguintes (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

As células Caco-2 foram semeadas em meio DMEM em microplacas de 96
pocos na densidade de 1 x 10* células por poco (5 x 10* células/mL em 200 uL de
meio). Apos 24 horas de incubacéo a 37°C com 5% de CO2e 90% de umidade relativa,
os compostos foram diluidos em meio DMEM e adicionados em concentracfes de
0,0032 uM a 50 uM, cada concentragao em triplicata, e incubadas por 6 horas. Foi
utilizado DMSO 50% como controle positivo e DMSO 0,05% como controle negativo.

Apés 6 horas de incubacédo, o sobrenadante foi trocado por meio de cultura
com MTT (0,5 mg/mL). Trés horas depois, o sobrenadante foi extraido, e apos
secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan de MTT foi dissolvido em
150 yL de DMSO, e a absorbancia foi medida a 570 nm (MOSMANN, 1983). Esse
ensaio foi repetido em triplicata em diferentes dias e passagens de células.

Ha uma série de métodos padronizados para avaliar a toxicidade de moléculas
frente as células de mamiferos como as de Caco-2. O teste utilizado no presente
estudo foi o ensaio MTT, teste usado para aferir rapida e objetivamente a viabilidade

celular, a partir de uma reacéo colorimétrica.
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Em células viaveis, a mitocondria, com a acdo da enzima succinato
desidrogenase, converte o sal MTT em formazan, produto que possui coloracao azul
escuro e que é quantificado por medicao colorimétrica. Como as células danificadas
ou mortas possuem niveis reduzidos ou nulos de atividade da desidrogenase, este
ensaio colorimétrico da atividade mitocondrial pode ser usado para definir a viabilidade
celular espectrofotometricamente (MOSMANN, 1983).

4.3.4 Desenvolvimento dos métodos bioanaliticos para a quantificacdo dos

compostos nos experimentos de permeabilidade in vitro

Os estudos de permeabilidade requerem um prévio desenvolvimento e
validacdo de método bioanalitico, que apresente uma sensibilidade adequada para
ser eficientemente utilizado com seguranca e confiabilidade, possibilitando a
interpretagcéo apurada dos dados provenientes desses experimentos.

A cromatografia liquida esta entre as técnicas analiticas mais empregadas na
guantificacdo de farmacos em estudos da permeabilidade. A composicdo dos meios
de cultura e as solugdes utilizadas a fim de mimetizar as condi¢des fisiol6gicas e
garantir uma correlacdo com o0s resultados esperados in vivo conferem ao
experimento caracteristicas proximas de um experimento in vivo. Sendo assim, 0s
métodos podem ser chamados de bioanaliticos, seguindo-se 0s critérios
estabelecidos para os mesmos (GONCALVES; SOUZA; STORPIRTIS, 2009).

Na busca por um método cromatografico eficiente que tivesse aplicacao para
todos os compostos em estudo, visando a reducdo de tempo e otimizacdo das
analises, utilizou-se da Qualidade por Design Analitica (QAbD) por meio do software
Minitab™ v.15.0. Foi empregada a CLAE acoplada ao detector de arranjo de diodos
(CLAE - PDA) e a coluna Hypersil phenyl-2, de 150 mm de comprimento e 4,60 mm
de didmetro interno, com particulas de 5 ym. O comprimento de onda empregado para
cada composto foi estabelecido com base no ponto com maior absor¢céo do espectro

obtido entre 190 nm e 400 nm dos mesmos.
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4.3.4.1 Preparo das solugbes-padrao

As solucbes padrao utilizadas na validacdo e no experimento de
permeabilidade foram elaboradas a partir da solucdo estoque na concentracao de 0,1
mg/mL preparadas diariamente. Para todos oS compostos, essa concentragéo foi
obtida a partir da pesagem de 1 mg dos compostos solubilizados em baldes ambar de
10 mL calibrados. Para o metoprolol e a hidroclorotiazida, o diluente empregado foi
agua ultrapurificada e para a nifuroxazida e os demais 5-nitroheterociclicos utilizou-se
DMSO. A partir de diluicbes sucessivas das solugdes estoque em tampao Hank’s
foram obtidas as solu¢fes padrao de concentragdes empregadas nos experimentos.

4.3.5 Validacdo dos Métodos Bioanaliticos para a Quantificagcdo dos Compostos

em Estudo

No desenvolvimento do método para os estudos de permeabilidade é
importante que este seja validado segundo parametros de desempenho bioanalitico
estabelecidos na legislacdo para quantificacdo de farmacos em matrizes bioldgicas.
Dessa forma, procedeu-se de acordo com a definicdo dos parametros de limite de
deteccédo, seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de quantificacdo e
estabilidade, conforme a Resolucdo RDC 27 (BRASIL, 2012; NETO et al., 2013).

4.3.5.1 Seletividade

Capacidade do método desenvolvido de diferenciar/separar e quantificar os
analitos em meio aos componentes da matriz (BRASIL, 2012).

Avaliaram-se possiveis interferéncias da matriz empregada nos ensaios de
permeabilidade (tampdo Hank’s pH 7,4) e o co-solvente DMSO empregado na
solubilizacdo dos nitrocompostos. Foi comparada a resposta obtida em solugbes
individuais dos compostos e uma unica solugdo contendo todos na concentragéo do

limite de quantificagdo, ambas solubilizadas com o tampao Hank’s.
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4.3.5.2 Linearidade

A determinacdo da linearidade é importante para avaliar se os resultados
obtidos pelo método sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
(BRASIL, 2012).

Foi elaborada a curva analitica em triplicata do metoprolol (MTL), da
hidroclorotiazida (HCTZ) e dos compostos em estudo utilizando as concentragcbes
descritas na Tabela 1. Em virtude do comprimento de onda com maior absor¢céo para
metoprolol ainda apresentar um sinal inferior ao dos demais compostos, optou-se por
adotar concentracdes mais elevadas para esse, considerando o ndo impacto para os

experimentos de permeabilidade.

Tabela 1 — Concentracdes (ng/mL) das solu¢gBes-padrdo de metoprolol, hidroclorotiazida e dos 5-
nitroheterociclicos em tampéo para a curva analitica, linearidade e os respectivos Controles de
Qualidade de Alta, Média e Baixa concentracao e Limite Inferior de Quantificacao.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COMPOSTO (CQD) (CQA) (CQM) (CQB) (LIQ)
METOPROLOL 5250 5000 2500 2000 1500 1000 800 600 400 200

HIDROCLOROTIAZIDA
E TODOS 0S 1050 1000 800 500 400 300 200 100 50 25

5-NITRO-
HETEROCICLICOS

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

4.3.5.3 Precisao

Concordancia entre os resultados encontrados a partir de multiplas afericoes
durante a aplicacdo do método. A precisdo intracorrida refere-se a proximidade dos
resultados obtidos em um mesmo dia, com um mesmo analista, mesmos reagentes e
condi¢cbes. Ja a preciséo intercorrida pode ser obtida com variacdes de condi¢des,
reagentes e em intervalos de tempo correspondentes a diferentes corridas em
diferentes dias (BRASIL, 2012).

Adotou-se para o parametro de precisao (intra e inter), as concentracdes de
Controle de Qualidade de Diluicdo (CQD), Controle de Qualidade de Alta
Concentracéo (CQA), Controle de Qualidade de Média Concentracdo (CQM), Controle
de Qualidade de Baixa Concentracédo (CQB) e Limite Inferior de Quantificacao (LIQ)

descritas na Tabela 1, determinadas em sextupicatas.
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O Desvio Padrao Relativo (DPR) ou Coeficiente de Variagédo (CV) deve ser
utilizado para expressar a precisdo do método desenvolvido, ndo sendo admitidos
valores superiores a 15%, exceto para o Limite Inferior de Quantificacédo (LIQ), no qual
aceitam-se valores menores ou iguais a 20% (BRASIL, 2012). A Equacéo 1 é utilizada
para a obten¢éo do CV ou DPR.

Vo) =—2_x100 @
Cmédia
Em que:
CV (%) = coeficiente de variacéo
DP = desvio padréao

Cmedia = cOncentracao meédia experimental

4.3.5.4 Exatidao

Concordancia entre o resultado obtido e um valor de referéncia. Assim como
na precisdo, a exatidao intracorrida refere-se a proximidade dos resultados obtidos
em um mesmo dia, com um mesmo analista, mesmos reagentes e condi¢des. Ja a
exatidao intercorrida pode ser obtida com variacGes de condicbes, reagentes e em
intervalos de tempo correspondentes a diferentes corridas em diferentes dias
(BRASIL, 2012).

Adotou-se também para o parametro de exatiddo (intra e inter) as
concentracfes de CQD, CQA, CQM, COB e LIQ descritas na Tabela 2, determinadas
em sextuplicatas.

A relacdo entre a concentragdo média obtida pelo experimento e a
concentracao tedrica expressa o parametro da exatiddo. Nao se admitem valores fora
da faixa de £ 15% do valor nominal para as concentracdes de controle de qualidade e
+ 20% do valor nominal para LIQ. A Equacéo 2 é utilizada para a obtencdo do CV ou
DPR (BRASIL, 2012).

. médi
Exatidio = S L 100 (2)
Creorica
Em que:
Cmedia = cOncentracdo média experimental

Ctesrica = cONcentracao tedrica/nominal
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4.3.5.5 Limite Inferior de Quantificagcéo

Menor concentracdo capaz de apresentar exatiddo e precisdo aceitaveis
dentro da faixa de trabalho estabelecida. A razao entre o sinal do pico de interesse
deveria ser dez vezes maior do que o ruido da linha de base do tempo de retencéo do
mesmo. Para tal, foram feitas sucessivas inje¢cGes até que se alcangcasse o parametro

com exatidao e precisao especificadas nos respectivos itens para LIQ (BRASIL, 2012).

4.3.5.6 Estabilidade

Visa definir se a concentracdo do analito permanece dentro dos limites
determinados, dentro da matriz utilizada e sob as condicGes analisadas (BRASIL,
2012). Neste parametro, objetivou-se adotar condicbes que mimetizassem as
utilizadas durante o experimento de permeabilidade (6 horas em temperatura
ambiente, 2 horas em temperatura de 37°C e ciclos de congelamento a -20°C por 24h
e descongelamento), nas concentracfes de CQB e CQA descritas na Tabela 2 para
todos os compostos. Para que as amostras sejam consideradas estaveis, apos
exposicao ao estresse, devem apresentar um desvio inferior a 15% em comparacao

a resposta das solucdes recém preparadas (BRASIL, 2012).

4.3.6 Estudo de permeabilidade através das membranas de células Caco-2

Para a avaliacéo in vitro da permeabilidade, as células foram transferidas para
placas Transwell™ (Figura 10), onde havia doze pocos com suporte de policarbonato
de area 1,12 cm? e 0,4um de poro, por meio de uma suspenséo de células com
densidade de 5x10* cel/lcm?. As placas eram mantidas em incubadora a 37°C, em
atmosfera constituida de 5% de CO2, 90% de umidade relativa e em meio de cultura
com pH 7,4 por 21 dias, podendo estar aptas para o experimento apds esse periodo
(GONCALVES et al., 2012).

Antes do experimento, as células foram lavadas com solucdo tampéo Hank’s
contendo 200 mM de sais HEPES (tampéao de permeabilidade) com pH ajustado para
7,4 e foram deixadas no mesmo por 20 minutos a 37°C. Foram mantidos os volumes

de tamp&o no compartimento apical (AP) de 500 uL e no basolateral (BL) de 1500 pL.

Vinicius Marques Soares



56

Figura 9 - Esquema do suporte de cultivo de células Caco-2 empregado nos estudos de

permeabilidade.

- | - Compartenenbos apseal

— Suparte permedyel
3 L - Compartemants Basal gl

Fonte: Goncalves; Souza; Storpirtis, (2009).

Todos os estudos de transporte dos candidatos a farmacos estudados foram
efetivados a temperatura de 37°C com as placas mantidas em agitador orbital a 25
rom. As solugdes com os compostos foram preparadas utilizando tampéo Hank’s pH
7,4. Na Tabela 2 estdo descritas as concentracdes iniciais e 0s tempos de
amostragem (200 pL) a partir do compartimento basolateral. Apés cada amostragem,
foi realizada a reposi¢dao do volume de 200 uL de tampao, mantido a 37°C, para a

manuten¢ao do volume do compartimento.

Tabela 2 — Concentra¢des iniciais (ng/mL) e tempos de coleta no experimento de permeabilidade
empregando células Caco-2.

Analito Concentracéo Inicial (ng/mL) Tempos de Coleta (minutos)
METOPROLOL 5000 15,30,60,90 e 120
HIDROCLOROTIAZIDA 1000 15,30,60,90 e 120
NIFUROXAZIDA 1000 15,30,60,90 e 120
COMPOSTO 22 1000 15,30,60,90 e 120
COMPOSTO 23 1000 15,30,60,90 e 120
COMPOSTO 24 1000 15,30,60,90 e 120

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Os valores de permeabilidade aparente (Papp) foram calculados de acordo
com a velocidade (cm/s) de transporte dos farmacos, medida pelo fluxo dos mesmos

através das células, conforme a Equacgéao 3:
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VR dC
Papp = X 3
PP AxC, dt ()

Em que:

Papp= Permeabilidade Aparente

VR= Volume do compartimento receptor (basolateral) em cm?

A= Area do suporte permeéavel de cultivo celular

Co= Concentragao inicial adicionada no compartimento doador apical (apical)

dC/dt= Diferencial da concentracdo em relacdo ao tempo do experimento

4.3.7 Monitoramento da integridade da membrana de células Caco-2

A resisténcia elétrica transepitelial (RET) foi medida individualmente em cada
membrana no 10°, 15° e 21° dias de cultivo e ao inicio (0 minuto) e fim (120 minutos)
do experimento. Membranas com RET acima de 350 Q x cm? foram consideradas
integras e aptas para o experimento. Realizou-se, também, a quantificacdo de uma
substancia padréo de baixa permeabilidade (hidroclorotiazida - HCTZ) e outra de alta
permeabilidade (metoprolol - MTL), além da prépria nifuroxazida (NFZ), considerada
o composto lider sobre seus demais analogos em estudo.

Nos estudos de permeabilidade, a viabilidade das membranas das células
Caco-2 garante a confiabilidade dos resultados, pois a perda de funcdo ou a morte
das células causa altos niveis de permeabilidade, o que poderia levar a resultados
nao confiaveis (BLANCHFIELD et al., 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Os valores de IC3o (concentragdo inibitoria de 30% da viabilidade celular) ou
viabilidade celular de 70%, com intervalos de confiancga (IC) de 95% foram calculados
por regressdo nao linear utilizando o software GraphPad Prisma™ 5, a partir do
tratamento das células em baixas e altas concentracbes dos compostos (0,00032 a
50uM), o que possibilitou uma extensa faixa para avaliagdo (COSTA-LOTUFO et al.,
2010). Em concentracdes maiores, observou-se corriqueira precipitacdo no meio de
cultura devido a baixa hidrossolubilidade dos nitrocompostos.

Os resultados foram demonstrados em porcentagem em relacdo a média das
absorbancias das células do grupo de controle negativo (DMSO 0,05%), que
apresentou 100% de sobrevivéncia relativa das células (total viabilidade celular).

Utilizou-se o protocolo estabelecido por Mosmann (1983) para a avaliacdo da
citotoxicidade, que foi determinada medindo-se o dano celular, porém adotando-se 0s
critérios estabelecidos pelo guia ISO 10993-5. De acordo com o guia internacional,
para que um composto seja considerado citotoxico, deve provocar uma reducdo na
viabilidade celular de mais de 30%. Assim, adotou-se a viabilidade celular de 70%
como o valor maximo permitido (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2009).

Na Figura 10, a citotoxicidade dos compostos em estudo frente as células
Caco-2 é apresentada na forma de viabilidade celular comparada ao controle positivo-
DMSO 50% (danos as células de 87%) e controle negativo-DMSO 0,05% (viabilidade
de 100%), estando de acordo com a ISO 10993-5 (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009).
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Figura 10 - Representacdo dos resultados obtidos nos estudos de citotoxicidade, através da
viabilidade das células Caco-2 incubadas por 6 horas com os analogos da nifuroxazida em estudo
avaliados pelo ensaio MTT. Os valores de viabilidade celular acima e abaixo de 70% s&o separados

pela linha vermelha.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Até a concentracdo de 2 pM, a presenca dos compostos ndo causou
interferéncia significativa no crescimento celular, porém, na concentracdo de 10 uM,
os resultados relativos ao composto 24 apresentaram-se abaixo da linha vermelha
(70% de viabilidade celular). O mesmo ocorreu com 0S compostos 22 e 23 na
concentragéo de 50 pM.

A partir dos resultados obtidos por regressao nao linear (Tabela 3), optou-se
por adotar os valores do limite inferior do Intervalo de Confianca (IC 95%) como
concentracfes limitrofes capazes de provocar no maximo 30% de dano celular e
garantir um minimo de 70% de viabilidade celular, quando essas estiverem expostas
aos respectivos compostos durante o experimento de permeabilidade.

Essa escolha visa adotar valores mais confiaveis em relacéo a toxicidade dos
mesmos, provocando o minimo de morte celular possivel, para que os resultados do
referido ensaio ndo sejam comprometidos. Foram utilizadas algumas técnicas
combinadas para esse monitoramento (descritas no item 4.3.4), que s&o
corriqueiramente utilizadas como indicadores da confiabilidade do experimento devido
a permeabilidade da membrana de células Caco-2 (HIDALGO et al., 1996; FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2000).

Tabela 3 - Limites do intervalo de confianca (IC 95%) obtidos por regressao néo linear dos compostos
22,23 e 24 em uM.

Substancia Limite Inferior (um) Limite Superior (um)
Composto 22 = 30,2 +— 39,8
Composto 23 - 20,7 33,9
Composto 24 » 0,6 « 12,1

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Conforme a Figura 11 e a Tabela 3, o composto 22 demonstrou ser uma
substancia menos toxica frente as células Caco-2, visto que, dentre os demais, aquele
atingiu a viabilidade minima de 70% em concentragéo (9,3 pyg/mL= 30,2 uyM), mais
elevada que o composto 23 (6,7 ug/mL = 20,7 yM) e o composto 24 (3,1 ug/mL = 9,6
pMM). O primeiro apresentou, no geral, valores de viabilidade celular maiores que os
outros compostos nas concentragdes seguintes a 2 M.

A citotoxicidade de produtos nitroheterociclicos pode ser explicada a partir da
geracédo de anions nitroradicais e derivados hidroxilaminas (CHUNG; BOSQUESI;
DOS SANTOS, 2011).
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Experimentos in vitro demonstraram que os acidos nucléicos do T. cruzi
interagem com produtos da reducdo do grupo nitro, sendo 0s parasitas mais
vulneraveis aos radicais livres do que as células de mamiferos que possuem enzimas
gue previnem o efeito letal desses, sendo menos tdxicos a essas células. Acredita-se
assim que o principal alvo dos radicais livres seja 0 DNA (DECLERCK; DE RANTER,
1986; LA-SCALEA, 1998).

Apesar do nifurtimox obter valor de ED50 (Dose Efetiva para promover metade
da resposta referente a eficacia do farmaco) a concentracéo de 3 mM contra o T. cruzi;
e a nifuroxazida ter obtido valores inferiores a 1 mM para 0 mesmo parametro, a
mesma ndo demonstrou toxicidade para a célula hospedeira em concentracdes
inferiores a 10 mM (BLUMENSTIEL et al., 1999). A uma concentracdo de 5 mM, a
nifurprazina nao apresentou citotoxicidade frente as células de mamiferos
(macro6fagos).

Dessa forma, os valores do Figura 11 foram levados em conta para o
desenvolvimento e validacdo dos métodos bioanaliticos empregados no estudo de

permeabilidade.

Figura 11 — Concentragdes (ug/mL) consideradas maximas para cada composto objetivando garantir
uma viabilidade celular minima de 70% (no méaximo 30% de morte celular) nas condi¢cdes do ensaio
de permeabilidade.

70%
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-
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'S 4 ! \
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c
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% de viabilidade celular
Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Tendo em vista que o experimento de permeabilidade dura em média 3 horas,
0s resultados obtidos trazem grande confiabilidade em relacéo a toxicidade, visto que
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o periodo de tratamento das células Caco-2 nos ensaios de citotoxicidade foi de 6
horas, buscando um intervalo maior que trouxesse mais seguranca na exposi¢cao das
mesmas aos hitrocompostos.

Apesar das frequentes discussfes sobre a toxicidade dos nitrocompostos, é
sabido que esse mecanismo esta relacionado a produtos da biorreducéo in vitro e in
vivo do grupo nitro ligado a anéis aromaticos, que pode ocorrer tanto na presenca
como na auséncia de oxigénio (rotas aerdbica e anaerdbica) (TOCHER, 1997).

Um estudo anterior com nitrocompostos mostrou que valores de viabilidade
celular superiores a 70% para a nifuroxazida ocorreram até uma concentracdo de 6
pg/mL (0,022 mM), entretanto, a nifurantoina apresentou 83% de viabilidade celular a
10 yg/mL. Ambos os farmacos foram incubados por 4 horas (FERNANDES et al.,
2012a).

Entende-se, assim, que diversas varidveis podem ser responsaveis pela
toxicidade dos nitrocompostos, como o tempo de tratamento das células com os
compostos em estudo, concentracdo utilizada e a propria estrutura quimica.

Derivados nitrofuranicos como o nifurtimox e a nifuroxazida, podem atuar
sendo substratos da enzima tripanotiona redutase (62% e 75% respectivamente) no
T. cruzi que ao metaboliza-los produz espécies reativas de oxigénio causadoras do
estresse oxidativo responsavel por provocar danos celulares. Assim, essa enzima
incorpora parte do sistema celular que evita o estresse oxidativo (IRIBARNE et al.,
2007; BLUMENSTIEL et al., 1999).

A possibilidade da nifuroxazida ter uma atividade anti T. cruzi superior ao
farmaco de referéncia - atualmente tido como bom agente contra o parasita -, encoraja
0 avanco das pesquisas com os analogos em estudo levando a crer que estes tenham

atividade igual ou superior ao composto de origem.

5.2 DESENVOLVIMENTO DOS METODOS BIOANALITICOS PARA A
QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS EM ESTUDO

As Tabelas 4 e 5 descrevem o0s parametros analiticos do método

desenvolvido.
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Tabela 4 — Condi¢cdes analiticas e parametros de adequabilidade dos métodos desenvolvidos para a
quantificacao dos padrdes de alta e baixa permeabilidade e dos compostos 5-nitroheterociclicos.

Analito -I;zTe[?\o gc? A (nm) Fluxo — Temperatura  Fase th:r Resolucao

Fieng (mL/min.) da Coluna (°C) Mével ¢

+ (min.) Calda
METOPROLOL 7,673 225 1,6 21,5
HIDROCLOROTIAZIDA 1,890 270 " 0,9 21,5
NIFUROXAZIDA 2,443 370 o V% 10 21,5
COMPOSTO 22 6,827 370 14 30°C tal:éela 1,2 21,5
COMPOSTO 23 3,758 370 1,1 21,5
COMPOSTO 24 4,374 370 1,1 21,5

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Os métodos desenvolvidos contemplam um fluxo constante, no entanto,

empregou-se uma composicdo gradiente (Tabela 5) dos solventes utilizados,

objetivando uma corrida cromatogréafica capaz de eluir todos 0os compostos no menor

tempo possivel. O tampédo empregado consiste na solucdo de fosfato de sodio

monobasico a 5 mM em pH 3,0 ajustado com acido ortofosférico.

Tabela 5 — Composicao do gradiente empregado nos métodos analiticos desenvolvidos

GRADIENTE

Tempo (minutos)

Tampao (TP - %)

Acetonitrila (ACN - %)

0
2
12
14
16
20

65
65
70
70
65
65

35
35
30
30
35
35

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

5.2.1 Preparo das solucdes-padrao

As solugbes padrao utilizadas na validagdo e no experimento de

permeabilidade partiram da solugdo estoque na concentragdo de 0,1 mg/mL

preparadas diariamente. Para todos os compostos essa concentracédo foi obtida a

partir da pesagem de 1 mg dos compostos solubilizados em balées ambar de 10 mL

calibrados. Para o metoprolol e a hidroclorotiazida, o diluente empregado foi agua

ultrapurificada e para a nifuroxazida e os demais 5-nitroheterociclicos utilizou-se

DMSO. Foram realizadas diluigcbes sucessivas.
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5.3 VALIDACAO DOS METODOS BIOANALITICOS PARA A QUANTIFICACAO DOS
COMPOSTOS EM ESTUDO

5.3.1 Seletividade

Através dos cromatogramas seguintes apresentados nas Figuras 12 a 16
demonstra-se que a aplicacdo do método desenvolvido é seletiva para os compostos
em estudo solubilizados na matriz (tampé&o Hank’s).

Os métodos desenvolvidos apresentaram adequabilidade em todas as
aplicacbes e corridas cromatograficas para os picos dos analitos. Os parametros
avaliados e validados foram: fator de calda (tailing factor), resolucéo e pureza de pico,
sendo este ultimo determinante para garantir a seletividade dos métodos, admitindo-
se valores iguais ou superiores a 99,0%.

Figura 12 — Cromatograma de Injecéo de diluente (tampéo Hank’s) em 225 nm.

| Name
Retention Time
1 225nm

Tampé&o Hanks 1.633

Tampé&o Hanks 1.298

Tampé&o Hanks 2.420

' Tampéo Hanks 3.822

jy N

0 1 2 2 4 5 [ 7 8 ] 10 1 12 12 12 15 16 17 18 19 20

Fonte: Figura elaborada pelo autor

Vinicius Marques Soares



65

Figura 13 — Cromatograma de Injecéo do mix de solu¢gées (MTL, HCTZ, NFZ, C22, C23 e C24) na
concentracao de 5000 ng/mL para MTL e 1000 ng/mL para os demais compostos em tampéao Hank’s
em 225 nm.

Name
.00 | Retention Time
225nm

3500
3000
2500

% 2000 %
1500

1000

UKJ A~ |
o

o 2 4 (-] 8 10 12 14 16 18 20
Minutes

Metoprolol 7.673

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 14 — Cromatograma de Injecéo de diluente (tampé&o Hank’s) em 270 nm.

Name
=1 Retention Time
270nm

Tamp&o Hanks 1.624

mALl
maLl

Hanks 1.307

s
z Tampéo

—

[—————=— Tamp&do Hanks 2422
b ' Tampdo Hanks 3.836

o 1 z 3 4 5 L] 7 8 9 10 11 1z 13 14 15 16 17 18 19 20
Minutes

Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Figura 15 — Cromatograma de Injecéo do mix de solugbes (MTL, HCTZ, NFZ, C22, C23 e C24) na
concentracdo de 5000 ng/mL para MTL e 1000 ng/mL para os demais compostos em tampéo Hank’s
em 270 nm.

40 | Name
Retention Time
270nm

Hidroclorotiazida 1.890

T T v v T T T T T v T T T T T
0 2 4 8 ) 10 12 14 18 12 20

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 16 — Cromatograma de Injecéo de diluente (tampéo Hank’s) em 370 nm.

300
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(=2}
225 o~
©
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126
100
75
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Figura 17 — Cromatograma de Injecdo do mix de solu¢bes (MTL, HCTZ, NFZ, C22, C23 e C24) na
concentracao de 5000 ng/mL para MTL e 1000 ng/mL para os demais compostos em tampéao Hank’s
em 370 nm.

| Name
Retention Time
370nm

400

300

Nifuroxazida 2.443

maL
maL

Composto 23 3.758

Composto 24 4 374
Composto 22 6.827

0 1 H 3 & 5 ] T g 9 10 " 12 13 14 15 18 17 18 19

Fonte: Figura elaborada pelo autor

5.3.2 Linearidade

Foi avaliada através das injecbes em triplicata de solucdes padrdo de
metoprolol, hidroclorotiazida e todos os 5-nitroheterociclicos em estudo, nas
concentragbes descritas na Tabela 2. Seguem as curvas de linearidade e os
parametros avaliados nas Figuras 18 a 23.
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Figura 18 — Parametros da curva analitica obtidos na aplicacdo do método desenvolvido para
guantificacdo de Metoprolol em tamp&o Hank’s.

METOPROLOL

1400000

1200000

1000000

§ 800DOD
E

= Goo0o0
g

«ef 400000

zDDDOOD

a

o soo 1000 1500 2000 2500 S0 3500 4000 4500 sooo
Concentracio (ng/milL)
Parametro | Coeficiente Angular {(a) | Coeficiente Linear (b} | Coeficiente de Determinagio (R?)
Valor 246,06 -155,93 0,9999

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 19 — Parametros da curva analitica obtidos na aplicacdo do método desenvolvido para
quantificacdo de hidroclorotiazida em tampao Hank’s.

140000
120000
100000
=
=L E0o000
£
g &0000
L
40000
20000
ul
o 200 400 &D0 ao00 1000
Concentragio (hg/mlL)
Parametro | Coeficiente Angular {(a) | Coeficiente Linear (b) | Coeficiente de Determinacfo (R?)
Valor 120,74 -367,84 0,9999

Fonte: Figura elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Parametros da curva analitica obtidos na aplicacdo do método desenvolvido para

quantificacao de nifuroxazida em tampé&o Hank’s.

NIFUROXAZIDA
S00000
250000
— 200000
>
Lo
..§.. 150000
m
ar
‘& 100 OO
SD000
o
o 200 400 &00 BOD 1000
Concentragio (nm/mL)
Parametro | Coeficiente Angular (a) | Coeficiente Linear (b) | Coeficiente de Determinagdo (R?)
Valor 239,64 -125,4 0,9999

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 21 — Pardmetros da curva analitica obtidos na aplicacdo do método desenvolvido para
guantificacdo do composto 22 em tampao Hank’s.

L& DooD

19 oooo

12 Dooo

el ]

Area (mAU)
)
i

COMPOSTO 22

aom =00 B00 1000

Concentragdo (mg/mlL}

Parametro| coeficiente Angular (a)

Coeficiente Linear (b) | Coeficiente de Determinacdo (RE)

Valor 128,02

-630,18 o,9938

Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Figura 22 — Parametros da curva analitica obtidos na aplicacdo do método desenvolvido para
guantificacdo do composto 23 em tampao Hank’s.

COMPOSTO 23

160000

140000

120000
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o
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Parametro | Coeficiente Angular (a) | Coeficiente Linear (b} | Coeficiente de Determinagfo (R?)

Valor 135,04 -442,16 0,99938

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 23 — Parametros da curva analitica obtidos na aplicacdo do método desenvolvido para
guantificacdo do composto 24 em tampéao Hank’s.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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5.3.3 Precisao e exatidao

A exatidao e a precisao (intra e inter) foram estabelecidas em sextuplicatas
nas concentracdes de CQD, CQA, CQM, CQB e LIQ em tampao Hank’s (Tabela 2).

Para metoprolol, hidroclorotiazida, nifuroxazida e 0s nitrocompostos em
estudo, os resultados de precisdo foram calculados em relagéo as areas obtidas nos
cromatogramas e a exatiddo em relacdo as concentracdes determinadas. Os dados

estdo apresentados nas Tabelas de 6 a 11.

Tabela 6 — Precisdo e exatiddo determinados em cinco concentrac¢des diferentes em um mesmo dia
(intra) e em dias consecutivos (inter) para o metoprolol.

METOPROLOL
Preciséo (DPR - %)

Exatidao (%)

Cor(lr(]:g?r:]rf)gao Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida
(n=6) (n=12) (n=6) (n=12)
200 0,13 1,09 99,85 100,85
400 0,10 0,33 99,49 99,59
2000 1,43 1,41 100,57 100,13
2500 0,99 1,30 100,73 101,74
5250 0,01 0,11 100,00 99,90

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Tabela 7 — Precisdo e exatiddo determinados em cinco concentracdes diferentes em um mesmo dia
(intra) e em dias consecutivos (inter) para a hidroclorotiazida.
HIDROCLOROTIAZIDA

Preciséo (DPR - %)

Exatidao (%)

Corzrc]:g?r;rf)gao Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida
(n=6) (n=12) (n=6) (n=12)
25 1,65 1,40 98,03 98,29
50 0,51 0,84 100,66 100,23
500 0,46 0,81 98,59 99,54
800 0,36 0,56 100,25 100,10
1050 0,12 0,78 100,10 92,99

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Tabela 8 — Precisdo e exatiddo determinados em cinco concentracdes diferentes em um mesmo dia
(intra) e em dias consecutivos (inter) para a nifuroxazida.

NIFUROXAZIDA

Precisdo (DPR - %)

Exatidao (%)

CorEr?S?r;[]rf)gao Intracorrida Intercorrida Intracorrida  Intercorrida
(n=6) (n=12) (n=6) (n=12)
25 1,86 2,00 98,13 97,32
50 0,77 0,81 98,44 98,21
500 0,11 4,04 101,91 104,98
800 0,18 1,93 99,88 100,08
1050 0,38 2,89 100,40 101,62

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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Tabela 9 — Precisdo e exatiddo determinados em cinco concentracdes diferentes em um mesmo dia
(intra) e em dias consecutivos (inter) para o composto 22.
COMPOSTO 22

Concentragdo Precisdo (DPR - %) Exatid&o (%)
(ng/mL) Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida

(n=6) (n=12) (n=6) (n=12)

25 0,31 1,18 99,81 100,87

50 0,30 1,14 98,98 97,87

500 0,57 2,04 99,12 97,45

800 0,08 0,10 99,65 99,76
1050 0,09 0,13 99,60 99,75

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Tabela 10 — Precisdo e exatidao determinados em cinco concentracdes diferentes em um mesmo dia
(intra) e em dias consecutivos (inter) para o composto 23.
COMPOSTO 23

Concentragdo Preciséo (DPR - %) Exatidao (%)
(ng/mL) Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida

(n=6) (n=12) (n=6) (n=12)

25 1,14 1,43 85,65 84,87

50 3,74 3,91 86,23 87,14

500 0,56 1,14 99,04 99,58

800 0,11 2,66 99,12 101,16
1050 0,10 0,25 100,10 99,94

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Tabela 11 — Precisédo e exatiddo determinados em cinco concentraces diferentes em um mesmo da
(intra) e em dias consecutivos (inter) para o composto 24.
COMPOSTO 24

Concentracéo Preciséo (DPR - %) Exatid&o (%)
(ng/mL) Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida

(n=6) (n=12) (n=6) (n=12)

25 3,46 3,73 97,50 97,63

50 2,14 5,09 98,15 95,57

500 0,03 2,09 100,57 98,35

800 0,18 2,65 100,71 97,99
1050 0,29 2,30 100,40 97,97

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

5.3.4 Limite Inferior de Quantificacéo

Esse parametro, juntamente com a precisdo e exatiddo dos valores obtidos
para cada composto, pode ser avaliado nas Tabelas 6 a 11. Para metoprolol, o valor
de LIQ corresponde a 200 ng/mL, enquanto que para a hidroclorotiazida, a

nifuroxazida e os compostos 22, 23 e 24, corresponde a 25 ng/mL.
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5.3.5 Estabilidade

Foram realizados os estudos de estabilidade de curta duracdo (6 horas em
temperatura ambiente), estabilidade em um ciclo de congelamento e
descongelamento (-20°C por 24h e descongelamento) e de estabilidade de ensaio (2
horas em temperatura de 37°C), em sextuplicatas. Os resultados representados pela
meédia dos valores obtidos referentes as amostras de controle de qualidade (CQB e
CQA) em tampao Hank’s pertinentes ao metoprolol, hidroclorotiazida, nifuroxazida e

0S nitrocompostos em estudo encontram-se descritos nas Tabelas 13 a 18.

Tabela 12 — Estudos de estabilidade de curta duragéo, estabilidade de ensaio, e estabilidade em
ciclos de congelamento e descongelamento do metoprolol.

CQB (200 ng/mL) CQA (2500 ng/mL)
AMOSTRAS C?nnécdeig. Precisdo Exatidao Cr?]gg?;' Precisdo Exatiddo *Desvio
(n=6) deter.  (DPR-%) (%) deter. (DPR-%) (%) CQB CQA
, *Em relacdo as
RIZEET 201,4 18 100,7 24983 0,4 99,9 amostras recém-
preparadas preparadas
Temperatura
ambiente 203,1 2,7 101,6 2499,0 1,2 100,0 0,9 0,1
(6 horas)
Temperatura
37°C 197,3 1,4 98,7 2498,7 4,0 99,9 -1,3 0,0
(2 horas)
Temperatura
-20°C 196,3 3,6 98,2 24955 2,3 99,8 -2,5 -0,1
(24 horas)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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Tabela 13 — Estudos de estabilidade de curta duracédo, estabilidade de ensaio, e estabilidade em
ciclos de congelamento e descongelamento da hidroclorotiazida.

CQB (25 ng/mL) CQA (800 ng/mL)
AMOSTRAS C;gg?{:' Precisdo Exatiddo Crﬁgg?:' Precisdo Exatiddo *Desvio
(n=6) doter  (DPR-%) (%) doter  (DPR-%) (%) CQB CQA
£ *Em relacdo as
Receém- 26,4 11 1056 7992 05 09,9  amostras recém-
preparadas preparadas
Temperatura
ambiente 24,8 1,9 99,2 801,1 0,9 100,1 -6,4 0,2
(6 horas)
Temperatura
37°C 25,3 2,3 101,2 797,6 0,2 99,7 -4,4 -0,2
(2 horas)
Temperatura
-20°C 25,6 3,5 102,4 803,2 1,0 100,4 -3,2 0,5
(24 horas)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Tabela 14 — Estudos de estabilidade de curta duracgéo, estabilidade de ensaio, e estabilidade em
ciclos de congelamento e descongelamento da nifuroxazida.

CQB (25 ng/mL) CQA (800ng/mL)
AMOSTRAS C;ZZ?:' Precisdo Exatidao Cr(:]gg?;' Precisdo Exatidao *Desvio
(n=6) doter  (DPR-%) (%) doter  (DPR-%) (%) CQB CQA
p *Em relacdo as
REDE- 25,1 0,4 100,4 802,4 0,2 100,3 amostrasgrecém-
preparadas preparadas
Temperatura
ambiente 24,7 2,7 98,8 800,0 1,0 100,0 -1,6 -0,3
(6 horas)
Temperatura
37°C 26,2 1,3 104,8 798,5 2,1 99,8 4.4 -0,5
(2 horas)
Temperatura
-20°C 24,5 1,6 98,0 797,8 0,7 99,7 -2,4 -0,6
(24 horas)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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Tabela 15 — Estudos de estabilidade de curta duracéo, estabilidade de ensaio, e estabilidade em
ciclos de congelamento e descongelamento do composto 22.

CQOB (25 ng/mL) CQA (800ng/mL)
AMOSTRAS Cr?]gg?:' Precisdo  Exatid&o Cnc;gg?;' Precisdo Exatiddo *Desvio
(n=6) doter,  (OPR-%) (%) deter (DPR-%) (%) CQB COQA
p *Em relacao as
RS 24,8 21 99,2 795,7 11 99,5 AMOStTas feoem-
preparadas preparadas
Temperatura
ambiente 25,0 2,5 100,0 801,7 0,2 100,2 0,8 0,7
(6 horas)
Temperatura
37°C 24,1 1,6 96,4 793,2 0,8 99,2 -2,8 -0,3
(2 horas)
Temperatura
-20°C 25,2 1,9 100,8 798,9 0,7 99,9 1,6 0,4
(24 horas)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Tabela 16 — Estudos de estabilidade de curta duracédo, estabilidade de ensaio, e estabilidade em
ciclos de congelamento e descongelamento do composto 23.

CQB (25 ng/mL) CQA (800ng/mL)
AMOSTRAS Cnc])ggizn. Precisdo Exatidao C;gg?;' Precisdo  Exatidao *Desvio
(n=6) deter. (DPR-%) (%) deter. (DPR-%) (%) CQB CQA
- *Em relacao as
Recem- 25,9 2,3 103,6 799,5 05 999 amostras recém-
preparadas preparadas
Temperatura
ambiente 26,2 0,6 104,8 800,5 1,5 100,1 1,2 0,2
(6 horas)
Temperatura
37°C 24,5 2,1 98,0 797,3 0,2 99,5 -5,6 -2,7
(2 horas)
Temperatura
-20°C 26,0 1,2 104,0 796,8 0,9 99,6 0,4 -0,3
(24 horas)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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Tabela 17 — Estudos de estabilidade de curta duracédo, estabilidade de ensaio, e estabilidade em
ciclos de congelamento e descongelamento do composto 24.

CQB (25 ng/mL) CQA (800ng/mL)
AMOSTRAS C;gg?{:' Precisdo Exatiddo ngg?:' Precisdo Exatiddo *Desvio
(n=6) doter,  (DPR-%) (%) doter  (DPR-%) (%) CQB CQA
£ *Em relacdo as
RIEEI- 24,3 0,4 97,2 803,6 0,6 100,5 amostras recém-
preparadas preparadas
Temperatura
ambiente 24,8 1,2 99,2 805,5 1,0 100,7 2,0 0,2
(6 horas)
Temperatura
37°C 23,2 2,2 92,8 796,8 0,3 99,6 -4,4 -0,9
(2 horas)
Temperatura
-20°C 25,1 0,7 100,4 801,7 29 100,2 3,2 -0,5
(24 horas)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

A validacdo dos métodos bioanaliticos é fundamental para o adequado
desenvolvimento e o sucesso da aplicagdo da técnica in vitro empregando células
Caco-2 na triagem de candidatos a farmacos.

Para isso, é imprescindivel que o método contemple os parametros de
validacdo abordados pela Resolu¢cdo RDC 27/2012, em especial a seletividade que,
tratando-se de um ensaio com matriz composta por sais e suplementos, sdo varios os
possiveis interferentes que podem implicar na identificacdo e quantificacdo dos
analitos. Vale, também, destacar a sensibilidade do método, que em virtude das
baixas concentracdes, geralmente permeadas, torna o processo mais desafiador.

Foram adotados como compostos padrao de permeabilidade aqueles cujos
comportamentos ja houvesse relatos na literatura da permeabilidade em membranas
de células Caco-2 e que se enquadrassem nas técnicas analiticas mais acessiveis.
De acordo com Benet e colaboradores (2008), que utilizaram o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (Biopharmaceutics Classification System-BCS), o
metoprolol e a hidroclorotiazida sdo farmacos de alta e baixa permeabilidade,
respectivamente.

A possivel fotossensibilidade dos 5-nitroheterociclicos foi observada na
manipulacdo destes na auséncia e presenca de luz. Notou-se que a utilizagdo de
baldes volumétricos e vials &mbar é suficiente para ndo permitir fotélise e garantir a

estabilidade das moléculas (BELAL, 2018). Outra dificuldade encontrada foi a baixa
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solubilidade desses compostos que precisou ser contornada através do emprego do
DMSO como co-solvente, que j& teve sua citotoxicidade avaliada e discutida
anteriormente. Em virtude dessa caracteristica, as concentracdes utilizadas no
desenvolvimento analitico foram limitadas, evitando a precipitacdo dos cristais das
moléculas no tampéo Hank’s.

A estabilidade das solu¢cbes nas concentracdes da faixa de trabalho a 37°C
mantiveram-se estaveis pelo periodo de 2 horas, limitando o ensaio a esse tempo
maximo.

A baixa resposta do metoprolol ao ultravioleta, mesmo que em comprimento
de onda com maior absorbancia para 0 mesmo, necessitou ser corrigida pelo aumento
das concentracdes de trabalho buscando respostas mais altas. Apesar de todas as
dificuldades encontradas em relagdo aos compostos, técnicas empregadas e recursos
disponiveis, o método desenvolvido foi validado respeitando os critérios da Resolucao
vigente sobre o tema, anteriormente referida, e é apto para a finalidade pretendida.

A conducdo de forma errbnea de testes in vitro em qualquer estagio do
desenvolvimento de medicamentos pode interferir totalmente no processo (OLIVEIRA,
2019). No caso, o perfil farmacocinético da molécula direciona as possiveis vias de
administracdo e o comportamento que essa podera apresentar in vivo, contribuindo

para futuras formulac¢des farmacotécnicas mais assertivas.

5.3.6 Avaliacéo in vitro da permeabilidade - Monitoramento da integridade da
membrana de células Caco-2 através da resisténcia elétrica transepitelial (RET)

A determinacgao da RET para o monitoramento das membranas formadas por
células Caco-2 ocorre por meio da insercdo simultanea de eletrodos nos
compartimentos apical e basolateral das camaras das placas Transwell™. Os gréaficos
6 e 7 a seguir apresentam os resultados obtidos durante os dias de diferenciacao das

células e no dia do experimento.
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Figura 24 — Valores médios de resisténcia elétrica transepitelial (RET) das membranas de células
Caco-2 determinados ao 10°, 15° e 21° dias de cultivo nas placas Transwell™.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 25 — Valores médios de resisténcia elétrica transepitelial (RET) das membranas de células
Caco-2 nas placas Transwell™, determinados nas condi¢des do experimento de permeabilidade do
metoprolol, hidroclorotiazida e dos compostos 5-nitroheterociclicos no tempo inicial e final (120
minutos).
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
Ao fim do experimento, os valores de RET obtidos estavam acima de 350
ohms x cm?, o que demonstra viabilidade e integridade das membranas e valida esse

parametro do estudo.

5.3.7 Avaliacao in vitro da permeabilidade — Determinacdo da Permeabilidade
aparente (Papp) do metoprolol (padrdo de alta permeabilidade), da
hidroclorotiazida (padréo de baixa permeabilidade) e dos 5-nitroheterociclicos

As imagens 26 a 31 representam a fracdo permeada de metoprolol, de
hidroclorotiazida e dos 5-nitroheterociclicos através das membranas de células Caco-

2 no sentido apical-basolateral em fungcéao do tempo.
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Figura 26 — Fracdo média (n=6) permeada de metoprolol (ng/mL) através das membranas formadas
por células Caco-2 em func¢éo do tempo.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 27 — Fracdo média (n=6) permeada de hidroclorotiazida (ng/mL) através das membranas
formadas por células Caco-2 em funcdo do tempo.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 28 — Fracdo média (n=6) permeada de nifuroxazida (ng/mL) através das membranas formadas
por células Caco-2 em fun¢éo do tempo.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Figura 29 — Fracdo média (n=6) permeada do composto 22 (ng/mL) através das membranas
formadas por células Caco-2 em fungao do tempo.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 30 — Fracdo média (n=6) permeada do composto 23 (ng/mL) através das membranas
formadas por células Caco-2 em funcéo do tempo.
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Figura 31— Fragcao média (n=6) permeada do composto 24 (ng/mL) através das membranas
formadas por células Caco-2 em fungéo do tempo.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Na Tabela 19 estdo apresentados os valores de permeabilidade aparente
(Papp), que representa a velocidade em que ocorre 0 transporte dos compostos

através de membranas durante experimentos de permeabilidade.

Tabela 18 — Valores de Permeabilidade aparente (Papp x106 cm/s) de metoprolol, hidroclorotiazida e
dos 5-nitroheterociclicos por meio da fracdo permeada através das membranas formadas por células

Caco-2.
COMPOSTO Papp (10° cm/s)
MTL 29,44
HCTZ 0,54
NFZ 8,30
Cc22 58,52
Cc23 53,97
C24 46,07

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Entre o 15° e 21° dia de cultivo, encontraram-se valores médios de RET por
volta de 325 a 698 ohms x cm?, respectivamente, similares aos encontrados na
literatura (FERNANDES; STORPIRTIS; TAVARES, 2012b; GONCALVES et al., 2012;
SCHMIDT; KELLY; VAN DER WALLE, 2010; BIGANZOLI; CAVENAGHY; ROSSI;
BRUNATI; NOLLI, 1999). Ao longo do experimento, os valores médios de RET
decairam. Porém, ao final (2 horas), tais valores mantiveram-se superiores a 350
ohms x cm?. Apenas membranas com valores superiores a 350 ohms x cm? foram
selecionadas para o experimento, sabendo-se que no decorrer do ensaio os valores
sofreriam declinio.

A determinacgdo da permeabilidade de compostos ja conhecidos e descritos
na literatura € um outro modo de avaliar ndo somente a integridade das membranas
de células Caco-2, mas a execugdo de todo o0 experimento de permeabilidade
tornando valido e garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos para os
compostos 22, 23 e 24, pois se tratam de moléculas inovadoras que nunca tiveram
esse parametro avaliado até o presente momento. A Papp calculada para o metoprolol
(29,44 x 10 cm/s) encontra-se de acordo com os valores determinados por Corazza
e colaboradores (2018): 24 x 10 cm/s e Fernandes e colaboradores (2012b): 27,27 x
10°% cm/s. Mesmo empregando outro modelo, Souza e colaboradores (2014)
obtiveram valores elevados para a Papp do metoprolol (32 x 10® cm/s), utilizando
membrana intestinal de ra-touro.

Mendes e colaboradores (2013) encontraram valor semelhante (0,44 x 10
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cm/s) ao obtido nesse estudo para a hidroclorotiazida (0,54 x 10® cm/s). Sun e
colaboradores (2002) obtiveram valores que convergem com 0S encontrados no
presente estudo, tanto para a hidroclorotiazida como para o metoprolol (TEKSIN;
SEO; POLLI, 2010).

O metoprolol, diferentemente da hidroclorotiazida, € completamente absorvido
pelo organismo e metabolizado no figado, enquanto a segunda tem apenas 60-80%
de sua fragcéo absorvida in vivo (BENFIELD; CLISSOLD; BROGDEN, 1986). Apesar
da avaliacdo in vitro da permeabilidade empregando Caco-2 classificar a
hidroclorotiazida como composto de baixa permeacéo, em humanos esta apresenta
uma fracéo absorvida superior & 50% (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000).

Possivelmente em virtude de sua baixa absorcéo pela via oral (PASSIFURIL,
2014; CEDILLO-RIVERA; MUNOZ, 1992) e atividade biologica, entre elas a
antimicrobiana (TAVARES; PENNA; AMARAL, 1997), a nifuroxazida pode ser
utilizada como antisséptico intestinal no tratamento e combate de infec¢des do trato
gastrintestinal (PASSIFURIL, 2007).

A literatura sugere que o valor de Papp (8,30 x 10 cm/s) obtido para esse
farmaco € justificada pela via de metabolizacdo (hepatica) do mesmo, no qual ndo
esta presente no entdo estudo empregando células intestinais (Caco-2)
(FERNANDES; STORPIRTIS; TAVARES, 2012b). Essa hipotese é fortificada quando
pesquisas relatam baixas concentracdes desse composto em plasma humano apés
administracao oral (CEDILLO-RIVERA; MUNOZ, 1992).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 20, considerando os valores
de permeabilidade aparente (Papp), todos os compostos em estudo (22, 23 e 24)
podem ser classificados como de alta permeabilidade. Dessa forma, os candidatos a

farmacos tém grande possibilidade de apresentar elevada permeacéo in vivo.

Tabela 19 — Correlagéo dos valores de Papp (x10-5cm/s) do metoprolol, hidroclorotiazida e dos 5-
nitroheterociclicos com a classificagéo da fracdo possivelmente absorvida in vivo segundo a literatura.

CORRELAGAO PAPP X FRAGAC ABSORVIDA

{YEE, 1997) (BIGANZOLI, 1999) (LI, 2011)

COMPOSTO Baixa Media Alta Baixa Meédia Alta Baixa Media Alta
[(=1x105) (140105} [(=10x0105) (=0,2x105) {0,2-23105) (=2x10F) (=1, 8x105) (>1,8x10F) (=5x10F)
0-20% 20-70% T0-100% <1% 1-80% >50% <50% 50-100% 75-100%

METOPROLOL Alta Alta Alta
HIDROCLOROTIAZIDA Baixa Meédia Baixa
NIFURCXAZIDA Média Alta Alta
COMPOSTO 22 Alta Alta Alta
COMPOSTO 23 Alta Alta Alta
COMPOSTO 24 Alta Alta Alta

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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A lipofilicidade dos andlogos a nifuroxazida, j& mencionada anteriormente,
pode justificar a elevada permeabilidade in vitro dos mesmos, levando em conta que
moléculas portadoras dessa propriedade fisico-quimica conseguem transpor
membranas bioldgicas (bicamada lipidica) mais facilmente por difusdo passiva (LYRA
et al., 2012).

Outro fato que contribui com essa hipotese € a prépria citotoxicidade dos
compostos em relacédo as outras moléculas mais hidrofilicas. A mesma afinidade que
favorece a permeabilidade expde as células ao potencial toxico do composto (LYRA
et al., 2012), podendo ser depositado em sitios especificos pela baixa solubilidade e
favorecer a formacgéo de agregados que elevam seus efeitos téxicos (LIPINSKI, 2002).

De acordo com o BCS, proposto por Amidon e colaboradores (1995), os
farmacos podem ser classificados em 4 grupos: os de classe 1 com alta solubilidade
e permeabilidade, de classe 2 com baixa solubilidade e alta permeabilidade, de classe
3 com alta solubilidade e baixa permeabilidade e os de classe 4 com baixa solubilidade
e permeabilidade. Além dos fatores de permeabilidade e solubilidade, a dissolucéo
também é um terceiro fator que pode influenciar a extenséao e velocidade de absorcéo
de formas farmacéuticas solidas de administracao oral (AMIDON et al., 1995).

Levando em conta os resultados obtidos no presente estudo, os compostos
22, 23 e 24 podem ser classificados previamente como candidatos a farmacos
pertencentes a classe 2 pela baixa solubilidade e alta permeabilidade, que sao
caracteristicas classicas de moléculas lipossolaveis (AMIDON et al., 1995). Neste
sentido, a dissolucéo seria o fator que poderia corrigir esse problema de solubilidade
desses compostos através do emprego de excipientes que modulem seus perfis de
dissolucéo em futuras formulagfes farmacéuticas garantindo uma adequada liberacdo
no trato gastrintestinal e consequentemente consideravel biodisponibilidade
(TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012).

Assim sendo, séo validas as pesquisas com estratégias farmacotécnicas que
contornem esse problema de solubilidade, seja no emprego de dispersfes solidas,
micronizagao, sistema nano-estruturados, formacao de complexos com ciclodextrina,
emprego de pré-farmacos ou outra técnica pertinente para ndo descartar os pontos
positivos e potenciais atividades farmacéuticas dos compostos em questao
(SERAJUDDIN, 1999; BIKIARIS, 2011; TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012).
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6 CONCLUSOES

Todos os resultados do presente estudo sdo muito esclarecedores quanto ao
comportamento dos compostos, em se tratando de citotoxicidade e permeabilidade.

Os nitrocompostos, além serem considerados promissores e de amplo uso
com diversas atividades biologicas, apresentam certas implicagfes que dificultam sua
aplicacdo, principalmente os analogos com baixa hidrossolubilidade, o que pode
influenciar na farmacocinética de candidatos a farmacos e implicar negativamente nos
testes ndo clinicos.

No caso, a lipofilicidade dos compostos foi um obstaculo no processo de
desenvolvimento do método, porém, essa caracteristica favorece a interacdo de
moléculas com membrana biologicas, o que, por consequéncia, confere a elas, em
geral, maior toxicidade e elevada absorgéo.

Os ensaios de citotoxicidade realizados foram de grande valia para auxiliar a
compreensao do comportamento dos compostos em estudo e direcionar as corretas
mensuracdes das concentracdes dos mesmos nas etapas de desenvolvimento e
validacdo do método bioanalitico que foi empregado nos ensaios permeabilidade.

O composto 22 apresenta-se como 0 menos toxico dentre os trés analogos,
sendo que o 24 foi o mais toxico. Essa diferenca de toxicidade esta relacionada,
possivelmente, com a capacidade individual de cada composto em gerar radicais
livres a partir da reducéo dos grupos nitro, hidroxila e amina, formando nitroradicais e
derivados hidroxilaminas que interagem negativamente com os acidos nucléicos das
células, provocando o efeito téxico.

Ao apresentar citotoxicidade inferior ao C23 e C24; o C22 pode ser o mais
promissor dentre eles, porém, todos precisam ter suas caracteristicas melhor estudas.

Os valores de Papp dos compostos 22, 23 e 24 encontrados no presente
estudo sé@o encorajadores, uma vez que, de acordo a literatura, em sua totalidade,
foram classificados como de alta permeabilidade.

Vale lembrar que a conducéo de forma errbnea de testes in vitro em qualquer
estagio do desenvolvimento de medicamentos podera interferir totalmente no
processo. No caso, o perfil farmacocinético da molécula direciona as possiveis vias
de administracédo e 0 comportamento que essa podera apresentar in vivo, contribuindo

para futuras formula¢des farmacotécnicas mais assertivas.
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