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Pyrazinamide: An Essential Drug in the Tuberculosis Treatment

Abstract: Pyrazinamide (PZA) is an important drug used against tuberculosis that helped to decrease the time of
treatment from twelve to six months. The main action of this drug is the elimination of dormant bacilli, which
are responsible for the emergence of resistant strains. However, few analogs have been synthesized with the
purpose to explore and develop new compounds more effective and selective against M. tuberculosis. In
this context, this review aims to highlight the importance of PZAin the treatment of tuberculosis as well
as the development of new substances based on this drug with potential antimycobacterial activities.
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Resumo

A pirazinamida (PZA) é um importante farmaco utilizado contra a tuberculose, que contribuiu para a redugdo do
tempo de tratamento de 12 para 6 meses. A principal agao desse fdrmaco é a eliminagdo de bacilos dormentes,
gue sdo responsdveis pelo surgimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados no tratamento. Apesar
disso, poucos analogos vém sendo sintetizados com o intuito de explorar e desenvolver novas substancias mais
eficazes e seletivas frente ao M. tuberculosis. Nesse contexto, essa revisdo tem como objetivo ressaltar a
importancia da PZA no tratamento da tuberculose, bem como no desenvolvimento de novas substancias
baseadas nesse farmaco com potenciais atividades antimicobacterianas.

palavras-chave: pirazinamida; tuberculose; farmaco.
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1. Introdugdo: as micobactérias

O género Mycobacterium possui mais de 110
espécies que estdo distribuidas no ambiente (solo e a
agua) e no trato gastrointestinal, em animais e no
homem. Desse total, mais de 30 espécies sdo capazes
de causar doencas no ser humano (Tabela 1).*

Em geral, as micobactérias sdo caracterizadas
como micro-organismos aerdbios imdveis, com forma
de bastonetes, que ndo esporulam e somente sao
coradas pelo método de Ziehl-Neelsen ou auramina.
Elas se diferenciam das bactérias gram-positivas e
gram-negativas no tocante a composicdo da parede
celular, pois apresentam duas camadas adicionais
(acidos micdlicos e a camada arabinoglicana), que
aumentam o grau de hidrofobicidade da parede
celular (Figura 1).*®

Uma forma geral de classificagdo desse género é
160

pela taxa de crescimento. As colbnias que se tornam
visiveis em menos de sete dias sdo classificadas como
de crescimento rapido, e se esse tempo for excedido,
sdo classificadas como de crescimento lento.®

Os estudos realizados na decodificagao do genoma
das micobactérias mostraram que a taxa de
crescimento esta diretamente ligada ao gene que
codifica a regido 16S do ribossomo e,
consequentemente, influencia a patogenicidade das
micobactérias.” Por exemplo, as micobactérias
responsaveis pela tuberculose (TB) sdo
essencialmente de crescimento lento, enquanto que
as micobactérias responsdveis por outras doencas
pulmonares, doencas de pele, doencgas disseminadas,
entre outras, podem ser ou n3o de crescimento
rapido.™®

Entre as micobactérias de crescimento lento, o M.
tuberculosis (MTB) é o principal responsavel pela
tuberculose no homem. Além desse bacilo, outras

Rev. Virtual Quim. |Vol 3] |No.3| |159-180|


mailto:marcos_souza@far.fiocruz.br

Lima, C. H. S. et al. D‘/q

espécies também podem causar a doenca como o M.  as espécies citadas, somente acomete o homem
africanum e M. canettii, que s3o endémicos na Africa, através do contato didrio com produtos animais
e o M. bovis, que apesar de ser o mais virulento entre  contaminados.

Tabela 1. Principais micobactérias patoldgicas e doencas relacionadas’

Espécies Principais doengas que acometem o homem

Complexo das micobactérias tuberculosas
M. tuberculosis

M. bovis Tuberculose

M. africanum

M. microti

M. canetii

Micobactérias ndo tuberculosas

M. avium Doencgas broncopulmonares, linfadenopatias e
infeccOes dsseas

M. intracellulare (Relacionado com o M. avium) doencas
broncopulmonares

M. leprae Hanseniase (ou lepra)

M. abscessus Doencas broncopulmonares cronicas, infecgbes
de pele e tecidos moles

M. chelonae Nédulos na pele em pacientes imunossuprimidos
M. fortuitum Infeccbes dsseas, pele e tecidos moles
M. haemophilum Adenopatias e osteomielites
M. marinum Infecces de pele e tecidos moles
M. kansasii Doencas pulmonares e infecgOes dsseas
Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas Micobactérias

Acidos micélicos ‘

Lipopolissacarideo
Membrana bilipidica ]

[ Camada arabinogalactana ]

Camada Peptideoglicana

[Camada Peptideoglicana ] ‘ Camada Peptideoglicana ’

Membrana citoplasmatica Membrana citoplasmatica Membrana citoplasmatica

Figura 1. Representacdo esquematica das camadas externas das bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
micobactérias (Adaptado da referénicia 5)
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2. Consideragdes sobre a tuberculose

A primeira descricdo do MTB como agente
etioldgico da TB foi feita no final do século XIX pelo
patologista alemdo Heinrich Hermann Robert Koch,
por isso, o MTB passou a ser conhecido como bacilo
de Koch (Figura 2).°

A transmissdo da TB ocorre basicamente pela
inalacdo de perdigotos expelidos por doentes,
acometendo principalmente os pulmdes devido a
grande oferta de oxigénio. Apesar da dependéncia do
oxigénio, o bacilo pode se disseminar por todo o
organismo do hospedeiro atingindo os sistemas
geniturindrio, nervoso central, osteoarticular,
ganglionar, gastrointestinal, entre outros.™

i (b)

Figura 2. (a) Microscopia eletrénica do MTB e (b)
Heinrich Hermann Robert Koch'®*
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Figura 3. Esquema geral de infec¢do e resposta imune
frente ao MTB: (A) Resposta imune eficaz com
eliminacdo do bacilo; quando a resposta imune é
ineficiente pode ocorrer: (B) desenvolvimento da
doenga, (C) bacilo torna-se dormente sem causar
doenga, (D) apds periodo de dorméncia, bacilo pode
crescer causando a doenga

Quando o bacilo se estabelece no pulmao, pode
ocorrer uma resposta eficaz do sistema imune e o
paciente ndo desenvolve a TB. Se a resposta imune
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for ineficiente, o bacilo pode se desenvolver e
ocasionar a TB (Figura 3). Nesse caso, o bacilo entra
em laténcia, assim permanecendo por muitos anos. A
doenca pode ressurgir devido a desequilibrios
imunoldgicos que podem estar relacionados a fatores
como estresse, desnutricao e doengas que acometem
o sistema imune como, por exemplo, o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH ou HIV).”™

3. Panorama da tuberculose

Apesar do tratamento padrdo preconizado pela
Organiza¢cdo Mundial de Salide promover a cura na
maior parte dos casos, a TB continua sendo um grave
problema de saude publica, que afeta cerca de um
terco da populagdo mundial (aproximadamente 2,0
bilhdes de pessoas).'® De acordo com estimativas da
Organizacdao mundial de Saude, somente em 2009, 9,4
milhdes de novos casos foram registrados no mundo,
com 1,3 milhdes de ébitos, sendo que a maior parte
dos casos ocorreram no sudeste da Asia (35%), na
Africa (30%) e nas regides ocidentais do Pacifico
(20%)."

Os fatores que contribuem para esse quadro
alarmante sdo as desigualdades sociais, o0s
aglomerados populacionais, os movimentos
migratérios, o aparecimento de cepas resistentes aos
farmacos utilizados na terapéutica, o surgimento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou
AIDS), na década de 1980, e a falta de investimentos
no desenvolvimento de farmacos mais eficientes.*®

Outro grave problema associado a TB é o
aparecimento da infeccdo causada por MDR-TB
(multidrug-resistant tuberculosis), que, em 2008,
acometeu aproximadamente 440 mil pacientes. Entre
os 27 paises avaliados, 15 deles encontram-se na
Europa e sdo responsaveis por 86% dos casos. Além
disso, até julho de 2010, aproximadamente 68 paises
reportaram pelo menos um caso de XDR-TB
(extensively drug-resistant tuberculosis).”

No Brasil, o quadro da TB é preocupante, visto
qgue o pais ocupa a décima quarta posicao dentre os
22 paises que concentram 80% de todos os casos
registrados de TB no mundo. Em 2009, por exemplo,
foram registrados mais de 87 mil casos, desse total,
estima-se que mais de 11% dos pacientes sdo
portadores do VIH e 0,45% dos pacientes sao
portadores de cepas resistentes aos farmacos de
primeira escolha (MDR-TB). Nesse mesmo periodo,
foram registrados mais de 4 mil ébitos relacionados
de alguma forma a TB."
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O atual panorama mundial da TB, com o
surgimento de cepas resistentes e os problemas
associados ao tratamento padrdo e de segunda
escolha, torna necessdria a descoberta de novas
substancias capazes de combater eficientemente o
MTB. Nesse contexto, uma importante estratégia
explorada é a utilizacdo de farmacos amplamente
descritos na literatura como protétipos para a
descoberta de novas entidades quimicas com a
atividade bioldgica desejada. Essa estratégia é
interessante do ponto de vista econémico, devido ao
prévio conhecimento dos efeitos do farmaco-
protétipo contra o MTB. Por esse motivo, essa
estratégia tem sido muito utilizada, principalmente,
na busca de novos farmacos contra doencas
negligenciadas, como a TB. Dentre os farmacos
utilizados contra o MTB, a PZA tem acdo relevante
contra os bacilos dormentes. No entanto, esse
farmaco é pouco explorado no desenvolvimento de
novas substancias mais eficazes e seletivas. Essa
revisdo tem como objetivo chamar a atencdo para a
importancia da PZA no tratamento da TB, bem como
no desenvolvimento de novas substancias baseadas
nesse farmaco com potenciais  atividades
antimicobacterianas.

4. Resisténcia e laténcia do
Mycobacterium tuberculosis

Para entender como esse micro-organismo se
tornou um patégeno bem sucedido, é necessario
saber como ele se tornou resistente aos farmacos
utilizados.

Quando as bactérias passam por um periodo de
estresse, a tendéncia é de que algumas delas reduzam
ou parem completamente seu metabolismo. Esse
processo é denominado laténcia ou dorméncia.

O termo “bactéria dormente” foi proposto pela
primeira vez, em 1944, pelo bacteriologista irlandés
Joseph Bigger apds estudar cepas de Staphylococcus
spp, visando compreender o mecanismo de ac¢do da
penicilina. Ele observou que uma pequena quantidade
de células, que eram persistentes aos antibioticos,
apresentava metabolismo baixo e n3o se dividiam.”

Essas bactérias estdo relacionadas  ao
desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia
disponivel, alterando, na maior parte dos casos, alvos
moleculares essenciais para o crescimento da bactéria
(Tabela 2).
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Tabela 2. Alteragdes moleculares relacionados a
resisténcia®!

Principais tipos de Resisténcia

Mutag¢do; Mudanga enzimatica

Modificagdo do alvo ..
especializada

Substituicdo do alvo Expressdao de um alvo alternativo

Alteragdo/destruicdo da

Farmaco
estrutura; Bombas de efluxo

Parede celular Alteragdo de permeabilidade

Todas essas modificacGes tém o mesmo objetivo: o
bloqueio da interagdo entre o farmaco e a enzima-
alvo, permitindo que a bactéria cresca, mesmo em
elevadas concentragbes do antibiotico (Figura 4). Em
contraste com a resisténcia, a tolerancia ao
antibidtico previne a inibicdio de uma determinada
enzima pelo bloqueio da mesma. Quando a bactéria
estd no estagio de dorméncia (laténcia), existe pouca
ou nenhuma sintese de componentes essenciais,
entdo, o antibidtico pode se ligar a uma determinada
enzima, mas ndo produzira nenhum dano a bactéria.
Desse modo a tolerancia pode levar a resisténcia ao
antibidtico. >

A TB é um exemplo de doenga que pode persistir
por anos no hospedeiro de forma aparentemente
benigna, ja que o bacilo permanece oculto dentro dos
macréfagos  alveolares ou em  granulomas,
estabilizando a infecgdo. Aproximadamente 10% dos
pacientes tratados voltam a ter crescimento bacilar
reativando a doenca.”

Como em qualquer bactéria, o MTB apresenta
quatro estagios de desenvolvimento: lag, log,
estaciondria e de morte (Figura 5). Na fase lag, o
bacilo altera seu metabolismo para se adaptar ao
novo ambiente e iniciar o processo de crescimento.
Na fase log, o crescimento é exponencial, depende de
nutrientes e é suscetivel ao estresse ambiental.
Depois disso, o bacilo entra na fase estacionaria, em
que o numero de mortes é igual ao nimero de
replicagbes e, se ndo houver nenhuma mudanga no
ambiente, ocorre a fase de morte bacteriana. Esse
processo se inicia mesmo antes do bacilo chegar a
cavidade pulmonar, devido a necessidade da ativacado
imediata do metabolismo para evitar a destruicao
pelo macréfago.”?

E na fase log, em que a concentracdo bacilar é alta
e ha geracdo de bactérias dormentes e mutacgGes
espontaneas, que pode ocorrer a resisténcia ao
tratamento, mas a probabilidade desse processo
acontecer é reduzida quando se usa a combinag¢do de
quatro farmacos durante, pelo menos, seis meses de
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Figura 4. Esquema geral dos mecanismos de resisténcia e tolerancia. A - Formaco (F) altera um determinado
alvo (E), ocasionando a morte celular. B - Uma substancia diferente (S) inibe a agdo do farmaco, prevenindo sua
acao e causando a tolerancia. C - Alvo previamente modificado para evitar a ligagdo com o farmaco e
proporcionar a resisténcia ao tratamento (Adaptado da referéncia 21)

In vitro

Taxa de crescimento

Crescimento
Micobacteriano no Hospedeiro

Fy

Taxa de crescimento

Tempo

Tempo

Figura 5. Hipotese na evolucdo do crescimento bacilar do MTB em um hospedeiro. No processo in vitro em uma
cultura com limitacdo de nutrientes, ocorrem as fases lag (1), log (Il), estacionaria (lll) e morte dos bacilos (IV).
Durante a fase estacionaria ocorre a formagdo do granuloma. Ja para o crescimento micobacteriano no
hospedeiro ocorrem as seguintes fases: (A) antes da infecg¢do pelo bacilo; (B) crescimento exponencial distinto,
(C) controle bacilar induzido pelo sistema imune e (D) a fase crénica com as concentragdes bacilares estaveis.
Nas fases com (*) ocorrem processos semelhantes ao in vitro, podendo ocasionar mutagdes e dorméncia da
micobactéria (Adaptado da referéncia 22)

5. Quimioterapia

O desenvolvimento da quimioterapia contra as
infeccbes bacterianas pode ser relacionado com a
descoberta por Alexander Fleming, médico
bacteriologista inglés, ganhador do Prémio Nobel de

164

Medicina em 1945, da penicilina, um antibidtico
betalactamico oriundo do fungo Penicillium notatum,
utilizada na terapéutica pela primeira vez nos EUA em
1942 (Figura 6).” Apesar de a penicilina ser um
antibiético extremamente eficaz contra diversas
doengas, é ineficaz contra o bacilo da TB.

Posteriormente, outros farmacos foram

Rev. Virtual Quim. |Vol 3] |No.3| |159-180|
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desenvolvidos, como a estreptomicina, a isoniazida, o
acido  para-aminossalicilico, o etambutol, a

[Va

rifampicina e a pirazinamida (PZA) (Tabela 3 e Figura
6).26_30

Tabela 3. Farmacos usados contra TB, ano de descoberta e ano de inicio de utilizacdo na clinica

Farmaco Ano da descoberta Inicio de utilizagdo na clinica
Estreptomicina 1942 1946
Isoniazida 1912 1952
Acido para-aminossalicilico 1944 1948
Etambutol 1960 1968
Rifampicina 1959 1967
Pirazinamida 1936 1952

Isoniazida Pirazinamida
(PZA)

COOH
OH

NH,

Acido p-aminossalicilico Rifampicina

Figura 6. Estrutura dos farm

O tratamento padrdo preconizado pela
Organiza¢dao Mundial de Saude, consiste na utilizacdo
dos farmacos isoniazida, rifampicina, etambutol e PZA
por um periodo de, no minimo, 6 meses. Durante o
tratamento, a utilizacdo combinada desses farmacos
se faz de acordo com a atividade bactericida,
esterilizante e a sua capacidade de prevenir
resisténcia (Tabela 4).*

Esses quatro farmacos combinados sdo chamados
“de primeira escolha” e esse tratamento tem algumas
vantagens: (a) é relativamente barato e
universalmente disponivel; (b) a taxa de reincidéncia é
baixa, aproximadamente 3-5%, e (c) pode ser

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No.3| |159-180|
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Etambutol

Estreptomicina

acos utilizados contra TB

administrado, em grande ©parte, de forma
intermitente.

Embora o tratamento padrdao da TB seja eficiente,
ele tem algumas limita¢gGes que contribuem para a
baixa adesdo ao tratamento, como a sua longa
duragdo e os diversos efeitos colaterais provocados
pelos farmacos administrados.

Devido ao insucesso do tratamento, algumas
bactérias podem desenvolver resisténcia aos
farmacos empregados. Quando o bacilo se torna
resistente, o tratamento exige a utilizacdo de
farmacos de "segunda escolha" (Figura 7).'®
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O tratamento de segunda escolha preconizado
pela Organizacdo Mundial de Salude para combater
bacilos resistentes, tem duracdo que varia entre 18 e
24 meses. Na fase inicial, sdo utilizados quatro
farmacos, incluindo um injetavel e uma
fluoroquinolona, e na fase de continuagcdo, sdo
empregados pelo menos trés farmacos mais potentes
e melhor tolerados pelo paciente. No entanto,
algumas desvantagens contribuem para o fracasso
desse esquema terapéutico, como por exemplo: (a) os
farmacos utilizados sdo extremamente toxicos, (b)
menos eficazes e (c) mais caros quando comparados
aos farmacos de primeira escolha.'®

Tabela 4. Tratamento padrdo para a TB primaria

Lima, C. H. S. et al.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, existem
dois niveis de resisténcia bacilar:  bacilos
multiresistentes (MDR-TB) e bacilos altamente ou
extremamente resistentes (XDR-TB).” Os primeiros
ocorrem quando as bactérias se tornam resistentes
aos dois principais farmacos utilizados no esquema
terapéutico padrdo: isoniazida e rifampina. As cepas
do tipo XDR, além de serem resistentes a esses
farmacos, desenvolvem resisténcia a fluoroquinolonas
(ofloxacina ou ciprofloxacina) e a um dos trés
farmacos injetaveis de segunda escolha
(capreomicina, canamicina ou amicacina).3°‘32

Farmaco Tempo de uso Acdo principal

Isoniazida 6 meses Bactericida
Rifampicina 6 meses Bactericida
Pirazinamida 2 meses Esterilizante

Etambutol 2 meses Prevenir resisténcia

A
%“W )\/V

Amicacina

NH,

Cicloserina

F CO,H
0
(\N N
HN__ A

H,N
Canamicina . .
) Ciprofloxacina
A R=NH, R'=OH
B R=R'=NH,
C R=0H R'=NH,
CO,H CSNH,
H
(0] | N
N CHs
NH,
para-aminosalicilico Protionamida
o}
CSNH;, F CO,H
|
[ Y
~ H3CN 0
N~ Et N VL“CHs
Etionamida Ofloxacina

Figura 7. Alguns farmacos de segunda escolha empregados no tratamento de bacilos resistentes
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6. Informagoes gerais sobre a
pirazinamida

A PZA é uma amida primaria derivada do acido
pirazinéico (HPOA) e sua sintese foi descrita pela
primeira vez em 1936. Esta rota sintética é baseada

[Va

na esterificacdo do HPOA, com acido cloridrico em
metanol, que leva a obtencdo do pirazinoato de
metila (2). Em seguida, uma reagdo de substituicdo,
por adicao de NH; a carbonila seguida de eliminacdo
produz a PZA (Esquema 1).%

@] @] (@)
[er)kOH [er)kOMe [erJkNHz
— a — b —
N N N

1 (HPOA) 2

3 (PZA)

Reagentes: (a) HCl, MeOH; (b) NH;, MeOH

Esquema 1. Sintese patenteada em 1936

A PZA tem alto poder esterilizante em modelos in
vivo, no entanto, possui pouca atividade in vitro. Esse
comportamento é atribuido ao intenso processo
inflamatério que ocorre durante a infeccdo pelo
bacilo, que provoca acidificacdo no local das lesGes. A
partir dessa observacao, foi possivel determinar a
linearidade entre a concentracdo inibitdria minima
(CIM) da PZA e a variagdo de pH (Figura 8).*

O
[Nj)kNHQ
N/
3
CIM2 =50 pg/mL (pH =5,5
CIM =100 pg/mL (pH =5,8
(

)
)
CIM =200 pg/mL (pH =6,1)
CIM > 200 pg/mL (pH = 6,8)

*Testado frente ao Mycobacterium tuberculosis Hy;Rv

Figura 8. CIM da PZA em diferentes valores de pH

A introducdo da PZA no esquema terapéutico
possibilitou a reducdao do tempo de tratamento de
doze para seis meses. Por isso, ela é considerada o
terceiro farmaco mais importante no tratamento da
T8.%

6.1. Mecanismo de agdo e resisténcia
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Atualmente a proposta mais aceita de mecanismo
de acdo da PZA é aquela em que ela é considerada um
pro-farmaco, visto que a PZA converte-se em POA
pela enzima bacteriana dependente de ferro
conhecida como pirazinamidase (PZAse). Em seguida,
o POA é excretado pelo bacilo e, como o lisossomo
tem pH acido, é convertido no 4cido conjugado
(HPOA). O HPOA retorna para o citoplasma
micobacteriano promovendo a acidificacdo e a
alteracdo do potencial de membrana, o que induz a
morte do bacilo (Figura 9) *"*

Os estudos in vitro com o bacilo da TB
demonstraram que a concentragdo minima inibitdria
da PZA aumenta mais de sete vezes apds trés
diluicdes em sequéncia no meio Tween-albumina,
sugerindo que ha uma correlacdo entre a diminuigdo
da atividade da PZase e a resisténcia ao farmaco.*”*®

Atualmente, sabe-se que a PZA é altamente
especifica para o MTB, e ndo tem atividade
significativa contra outras micobactérias como M.
smegmatis e M. bovis Calmette-Guerin (BCG).*
Nesses organismos, usualmente a PZase apresenta
mutacGes no gene codificador (pncA), alterando o
sitio catalitico de ligagdo com o metal ou por ruptura
da estrutura da proteina. >

Entretanto, outros mecanismos de resisténcia, isto
é, alteracdo da captacdo da PZA, através da regulacdo
da pncA ou do efluxo da POA, podem influenciar o
surgimento de bacilos com alto nivel de resisténcia a
PZA sem necessariamente levar a mutagdes no gene
pncA.36’41
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Figura 9. Mecanismo de a¢do da PZA (Adaptado da referéncia 37)

6.2. Analogos da pirazinamida

Desde a descoberta da excelente atividade
esterilizante da PZA, diversos andlogos tém sido
sintetizados e avaliados como tuberculostdticos.
Basicamente, esses derivados continuam atuando
como pro-farmacos, necessitando de ativagdo
enzimatica para liberar o HPOA. Sendo assim, as
principais modificacGes estruturais realizadas sdo: (a)
substituicbes no anel de pirazina ou (b)
transformacbes quimicas na porg¢do 4cida. Essas
modificagOes serdo discutidas nas proximas secoes.
(Figura 10).
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6.2.1. Modificagbes no anel

Em geral, as modificagdes no anel pirazina
consistem na fusdo entre os nucleos pirazina e fenila
(quinoxalinas), na oxidagdo dos nitrogénios do anel
pirazina, na adi¢do de halogénios (Cl, F e 1) ou grupos
alquila volumosos (terc-Bu, R-NH,).

Com relagdo aos derivados de quinoxalina, Seitz e
colaboradores descreveram uma série de substancias
com atividades moderadas frente ao MTB e a M.
avium, dentre os quais se destaca o derivado 4 (Figura
11).2
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Figura 10. Algumas possiveis modificacdes estruturais na PZA
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CIM? = 6,25 pg/mL
CIMP = 0,5 pg/mL
CIMC® = 16 pg/mL

M. tuberculosis Hi;Rv ATCC27294 (pH = 6,6); °M. tuberculosis H,;,Ra ATCC25177 (pH = 6,6); “M. avium NJ211 (pH = 6,6)

Figura 11. Identificacdo dos derivados de quinoxalina sintetizados por Seitz e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana do derivado mais importante desta série 4

As atividades antimicobacterianas mais expressivas
sdo relatadas para os derivados 1,4-N-diéxido-
quinoxalinas. Como exemplo, temos os derivados
sintetizados por Jaso e colaboradores, que tém
atividade promissora quando um halogénio liga-se a
porcdo fenila do anel quinoxalina. Dentre esses, esta
o derivado 5 que apresentou CIM menor do que a
descrita para a rifampicina (CIM = 1,0 ug/mL) (Figura
12).%
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Com base no trabalho representado na figura 12,
Vicente e colaboradores avaliaram duas séries de
quinoxalinas, em que estudaram a influéncia da
substituicdo de um grupamento carbonitrila por um
grupamento éster na posicdo 2 do nucleo pirazina. Os
derivados mais ativos nas duas séries tém em comum
o radical 4-fenila ligado a posicao 3 do anel 1,4-N-
diéxido-quinoxalina 6 e 7 (Figura 13).*
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Figura 12. Identificacdo dos derivados de 1,4-N-didéxido-quinoxalina sintetizados por Jaso e colaboradores e a
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Figura 13. Identificacdo dos derivados de 1,4-N-didxido-quinoxalina sintetizados por Vicente e colaboradores e
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a atividade antimicobacteriana dos derivados 6 e 7
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Com o objetivo de avaliar a importancia da presenca
de substituintes na posicdo 5 do anel pirazina,
Bergmann e colaboradores estudaram a atividade
antimicobacterina de diversos ésteres alifaticos frente
a bacilos sensiveis e resistentes a PZA. As
substituicdes consistem principalmente na introducao
de halogénios (cloro, flor e iodo), grupos metila ou
metoxila nessa posicdo. Além disso, esses ésteres

Va

também foram avaliados quanto a sua estabilidade no
plasma e no sitio de acdo. Os derivados com o atomo
de cloro na posicdao 5 foram os mais ativos. Dentre
eles, podemos destacar os derivados 8-9 que foram
moderadamente ativos na série, apesar disso, esses
foram os mais resistentes a hidrélise por estearases
presentes no plasma de equinos (Figura 14).*”

O O CHs O CHj
iNj)J\O,m N AL A-cHg Nj)LO+CH3
P JI CH,4 JI _ CgH17
X~ °N cl” N CI” °N
8 9

X = Cl: R' = G,Hs X = F: R = (CH,)sCHs CIM2P = 7,0 ug/mL  CIM2P = 4,0 pg/mL
X = Cl; R" = (CH,)3CHs X =F; R' = (CH,)gCHs t = 1200 min t ¢ = 957 min
X = Cl; R = (CHy);CHj X =F; R" = CH(CHj;)CgHy3
X = Cl; R' = (CHp)gCHs X=1 R' = CHj
X = Cl; R' = C(CHa)3 X =CHg; R'=CH,

X = Cl; R" = (CH,)sCH(CH3)»
X = Cl; R'" = (CH,)gCH(CH3)»
X= Cl, R1 = C(CH3)208H17

X = Cl; R' = C(CH3)(C4Hg)CsH11 X = OCHg; R' = CH,

X =CHs; R'=(CH,),CHs
X = CHs; R =(CH,)sCHs
X = CH3, R1 = (CH2)8CH3

M. tuberculosis Hs;Rv ATCC 27294 (pH = 5,8); ® M. tuberculosis resistente a PZA ATCC 35828 (pH = 5,8); “ t = tempo de
meia-vida para converter 50 % do éster no acido pirazindico

Figura 14. Identificacdao dos ésteres da PZA sintetizados por Bergmann e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana dos derivados 8 e 9

Dando continuidade a esse trabalho, Cynamon e
colaboradores avaliaram amidas primarias com
substituicdes no nucleo pirazina e descreveram a 5-
cloro-pirazinamida 10 (Figura 15).® Essa modificagdo
permitiu que essa substdncia atuasse frente a
micobactérias sensiveis e resistentes a PZA (M. avium,
M. smegmatis e BCG). Além disso, essa simples
modificagdo  estrutural promoveu um  novo
mecanismo de acdo pela provavel inibicdo da via dos
acidos graxos sintetase (FAS-l), importante via
metabdlica de producdo do acido micdlico.*

O
iNfNHQ
Cl N
10
CIM = 82 pg/mL (pH = 5,8)

CIM = 16° pg/mL (pH = 5,8)
CIM = 32° pg/mL (pH = 5,8)

M.bovis ATCC 35720; *M. tuberculosis ATCC 27294; ‘M.
tuberculosis (ATCC 35828); M. avium (ATCC 49601), M.
smegmatis (ATCC 19420)

Figura 15. Atividade antimicobacteriana da 5-cloro-
pirazinamida 10
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Diversos trabalhos envolvendo amidas aromaticas
secunddrias reportam a excelente atividade de
substancias quando as posicdes 5 e 6 do anel pirazina
estdo ocupadas pelo grupamento terc-butila e pelo
atomo de cloro, respectivamente. Por exemplo, o
derivado 11 tem melhor atividade quando comparado
a PZA (CIM = 8 pug/mL) em meio de cultura com pH 5,5
(Figura 16).”

Jd a avaliacdo antimicobacteriana de amidas
aromaticas quando o teste é realizado em pH préximo
ao neutro (pH = 6,8), mostrou que o derivado 12 tem
excelente atividade frente ao MTB (Figura 17).*

Recentemente, Zitko e colaboradores sintetizaram
diversas amidas primarias contendo o radical
cianonitrila na posi¢do 5, enquanto que na posicao 6
foram adicionadas diferentes alquil-aminas. Essas
modificagbes possibilitaram a descoberta dos
derivados 13 e 14 com atividades promissoras frente
a micobactérias sensiveis e resistentes a PZA (Figura
18).%
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®M. tuberculosis H3;Rv

Figura 16. Identificacdao das amidas aromaticas sintetizados por Dolezal e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana do derivado 11
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R'=Cl;R?=H; R3 = 3-CF,
R'=Cl;R*=H; R? = 4-CF,

R! = Cl; R? = C(CH,)3; R® = 2-CF;

R = Cl; R? = C(CH,); R3 = 3-CF,

R = Cl; R? = C(CH;)3; R® = 4-CF,4

® M. tuberculosis ATCC 27294

Figura 17. Identificagdo das amidas aromaticas sintetizados por Dolezal e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana do derivado 12
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M. tuberculosis Hy;Rv CNCTC My 331/88; M. kansasii CNCTC My 235/80, M. avium CNCTC My 80/72 e M. avium CNCTC My 152/73

Figura 18. Identificacdo das amidas primarias sintetizadas por Zitko e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana dos derivados mais importantes desta série 13 e 14

6.2.2. Modifica¢bes na porgdo dcida

Como a PZA é um pro-farmaco, é importante
identificar novas entidades quimicas que possam
mimetizar a porgdo 4acida da substancia ativa,
mantendo seu efeito esterilizante e melhorando sua
biodisponibilidade. Nesse contexto, as principais
modificacdes estruturais na por¢do acida consistem
na preparacdo de amidas secunddrias (aromaticas e
alifaticas), tiois, ésteres e acil-hidrazonas.

Em relagdo as amidas secundarias, a maior parte
das substancias avaliadas sdo aromaticas, derivadas
de anilinas substituidas. **° Essas substancias tém
atividade frente a bacilos sensiveis e resistentes a PZA
(M. kansasii e M. avium), em meios de culturas com
pH 5,5, o que mimetiza o ambiente em que a PZA é
hidrolizada. Dentre essas, destacam-se os derivados
15-17, que tem atividade antimicobacteriana superior
a PZA (CIM = 8 ug/mL) (Figura 19).

=
. q /@RZ 15: R2=4-CF;;  CIM?= 2pug/mL
[ j)LH 16: R2=2Br-3CH;; CIM = 2 pug/mL
N 17: R2=3I-4CH;; CIM =<2 pg/mL

®M. tuberculosis H37Rv (pH = 5,5)

Figura 19. Atividade antimicobacteriana de amidas
derivadas da PZA 15-17 sintetizadas por Dolezal e
colaboradores

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No.3| |159-180|

Esses derivados sdo normalmente inativos em
meio de cultura com pH préximo ao neutro (pH = 6,8),
pois sdo precariamente hidrolisados nessas
condicbes. Além disso, as amidas aromaticas
comparadas com diamidas alifaticas mostram que os
derivados aromdticos 18-21 tém atividade moderada
frente ao MTB (Figura 20).”"

Durante estudos sobre o acoplamento da PZA com
derivados do aminodcido L-serina, Pinheiro e
colaboradores identificaram o derivado 22 com
moderada atividade frente ao M. tuberculosis (Figura

21).%
O CHy,
[Nj)LN)kCOZCH3
| | H
N
22
CIM2 = 50 ug/mL (pH = 6,8)

“M. tuberculosis ATCC 27294

Figura 21. Atividade antimicobacteriana do
derivado 22 descrito por Pinheiro e colaboradores
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M. tuberculosis ATCC 27294 (pH = 6,8)

Figura 20. Identificagdao das amidas aromaticas e diamidas sintetizadas por Bispo e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana dos derivados 18-21

Outra importante classe de amidas alifaticas sdo os
derivados aminometilenos. O exemplo mais relevante
desta série é a morfazinamida 23, que teve sua
atividade frente ao bacilo avaliada pela primeira vez
na década de 1960 (Figura 22).>® Essa substancia foi
apresentada como promissor candidato a farmaco
devido a sua atividade antimicobacteriana frente a
cepas sensiveis e resistentes a PZA em diferentes

pH.54
0
NS NTONTY
[ J " Lo
N
23
CIM2 = 25 ug/mL (pH = 5,5)

CIM2 =100 ug/mL (pH = 6,8)
CIMP = 100 ug/mL (pH = 5,5 € 6,8)

®Cepa susceptivel Hs;Rv; bCepa resistente ATCC 35828

Figura 22. Atividade antimicobacteriana dos derivados
aminoetileno 23 frente a cepa susceptivel e resistente
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R'=R? = C;H, R'=R? = C4H,q

R'=CyHs; R? = C4Hg R'=CHj; R?=CH,C¢Hs

R'=CHj; R?=C4Hg

Baseado nas caracteristicas da substancia 23,
Chung e colaboradores avaliaram diversos derivados
aminometilenos frente a cepas sensiveis e resistentes
a PZA em diferentes valores de pH. Como exemplo,
podemos citar o derivado 24, que teve atividade
antimicobacteriana promissora frente a cepas
sensiveis e resistentes a PZA (Figura 23).>*

Sriram e colaboradores sintetizaram diversos
derivados com o grupo aminometileno ligado a
piperazina, dentre os quais o derivado 25, que teve
atividade in vitro frente ao MTB sensivel e resistente a
isoniazida, a rifampicina, a PZA e a ofloxacina (Figura
24).%

Nesse mesmo trabalho, derivados aminometilenos
acoplados com  fluoroquinolonas  mostraram
excelente atividade em testes in vitro. Nos testes in
vivo, a substdncia 26 foi capaz de diminuir a carga
micobacteriana nos pulmdes e bago de camundongos
infectados (Figura 25).>

o)
N NN
[ N
~
N
24

CIM?@ = 25 (pH = 5,5)
CIM? =100 pug/mL (pH = 6,8)
CIMP =100 pg/mL (pH = 5,5 e 6,8)

*Cepa susceptivel Hs;Rv (pH = 5,5-6,8); °Cepa resistente ATCC 35828 (pH = 5,5-6,8)

Figura 23. Identificacdo dos derivados aminometilenos sintetizados por Chung e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana do derivado 24
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M. tuberculosis Hs;Rv (pH = 5,6)
®M. tuberculosis resistente a isoniazida, rifampicina, PZA e ofloxacina (pH = 5,6)

Figura 24. Identificacao dos derivados aminometilenos sintetizados por Sriram e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana do derivado 25
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M. tuberculosis Hs,Rv; °M. tuberculosis resistente a isoniazida, rifampicina, PZA e ofloxacina

Figura 25. Identificacdo dos derivados aminometilenos sintetizados por Sriram e colaboradores e a atividade
antimicobacteriana do derivado 26

Shindikar e Viswanathan relataram o acoplamento
de fluoroquinolonas com a PZA, utilizando um etileno
como espacador. Por exemplo, o derivado 27 mostrou
promissora atividade em testes in vivo, sendo mais
ativo do que a esparfloxacina (Figura 26).%°

Outra modificacdo que mostrou resultados
interessantes foi a avaliagdo de tidis-ésteres, realizada
por Kushner e colaboradores em meados da década
de 1950. Dessa série, o derivado 28 mostrou a maior
taxa de sobrevivéncia de camundongos, sendo esse o
critério de avaliagdo da atividade antimicobateriana
nos estudos in vivo (Figura 27).57 Durante esse estudo,
foi possivel constatar que a atividade é proveniente
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da porcgdo etil-sulfeto e ndo do grupamento acil-
pirazinoila.

No comeco da década de 1990, Cynamon e
Klemens avaliaram diversos ésteres andlogos da PZA,
alguns desses citados no toépico anterior, e
observaram que ésteres de cadeia alifatica, como o
derivado 29, foram ativos tanto contra a micobactéria
sensivel como contra a resistente a PZA em pH
préximo ao neutro (pH = 6,8) (Figura 28).>**° Porém,
esses derivados sdo metabolizados por estearases
presentes no plasma humano, o que diminui sua
biodisponibidade no local de a¢do e, por isso, busca-
se atualmente ésteres mais lipofilicos que possam
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Figura 26. Atividade antimicobacteriana em teste in
vivo do derivado 27
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R:CH3 R:n-C10H21
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“Maior taxa de sobrevivéncia nos testes in vivo.

Figura 27. Estrutura do derivado 28

Uma importante estrutura privilegiada molecular
para o desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos sdo as acil-hidrazonas, devido a seu amplo
espectro frente a diversas patologias.®*

Com relacgdo a tuberculose, nosso grupo sintetizou
uma série de N-acil-hidrazonas contendo o anel
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pirazina. Esses derivados foram reunidos de acordo
com o tipo de anel ligado ao grupo acil-hidrazona
(aromatico e heteroaromatico), e os aromaticos
foram divididos em mono e dissubstituidos, formando
trés diferentes séries: monossubstituidos,
dissubstituidos e heteroaromaticos.

(@)
[Nj)ko/\/C}—h
N/
29
CIM?2 = 80 pug/mL

*Mycobacterium tuberculosis Hs;Ra (pH = 6,8).

Figura 28. Analogo da PZA com sua respectiva CIM
frente ao MTB

Assim, no conjunto dos derivados
monossubstituidos, os derivados 30-34 mostraram
atividade frente ao MTB, o que sugere a importancia
de grupos aceptores de elétrons nas posicdes orto e
meta (Figura 29).%

No caso da série dos derivados dissubstituidos,
observou-se que a introducdo de mais um
substituinte no anel fenila promove a diminuicdo da
solubilidade no meio de cultura, o que impossibilitou
a determinacao de suas atividades
antimicobacterianas (Figura 30).%

No caso dos derivados heteroaromaticos, a
avaliagdo da atividade antimicobacteriana mostrou
que os derivados (52) e (53) sdo ativos frente a bacilos
sensiveis a PZA (Figura 31).** Uma possivel explicagdo
para a atividade do derivado 52 é a possibilidade de
interacdo do anel nitrofurano com flavoproteinas,
gerando espécies radicalares que danificam o DNA e
outras macromoléculas.®® Enquanto que, para a
substancia 53, hd relatos na literatura de que
derivados contendo o anel imidazol podem inibir uma
oxidase conhecida como 14a-desmetilase, importante
na biossintese do esterol, que esta presente no MTB e
em fungos e outros eucariotos.® 2
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Figura 29. Identificagdao dos derivados acil-hidrazona monossubstituidos sintetizados e a atividade
antimicobacteriana dos derivados 30-34
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Figura 30. Estrutura dos derivados acil-hidrazona dissubstituidos 35-51
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Figura 31. Acil-hidrazonas heteroaromaticas 52 e 53 e suas respectivas atividades antimicobacterianas
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Ao analisarmos os resultados obtidos para as acil-
hidrazonas 30-34, 52 e 53, pode-se observar que suas
atividades antimicobacterianas sdo cerca de 2 a 64
vezes superiores, respectivamente, a atividade do
farmaco de referéncia quando o teste é realizado em
pH quase neutro (pH = 6,8). Nessa condicdo, pode-se
assegurar que as acil-hidrazonas nao sao hidrolisadas
quimicamente, o que s6 ocorre em pH < 4,0.7>"*
Portanto, essas substancias ndo devem atuar como
pro-fdrmacos, caracteristica comum a maioria dos
analogos da PZA. Isto sugere que os derivados ativos
tém mecanismo de agdo diferente do proposto para a
PZA.

7. Conclusao

A PZA é um importante farmaco utilizado no
combate a tuberculose, e o Uunico utilizado na
terapéutica que ¢é capaz de atuar em bacilos
dormentes dentro de macrdfagos infectados. Apesar
de sua funcdo primordial no tratamento, ela é pouco
explorada para o desenvolvimento de novos
farmacos. Contudo, pode-se observar que as
principais tentativas de se obter novas substancias
ativas se concentram em introduzir substituintes no
nucleo pirazina ou promover alteracdes na porgao
acida. No tocante as modificacGes no anel, destacam-
se os derivados de quinoxalina, que tém atividade
antimicobacteriana promissora. Jd no caso das
modificagdes na por¢do 4acida, a introdugdo do
grupamento acil-hidrazona é bastante relevante,
porque leva a resisténcia significativa a hidrélise em
condicdes moderadamente acidas (pH > 4,0) em
comparacgdo a outras classes de substancias (amidas,
tidis e ésteres). Logo, essas acil-hidrazonas ndo devem
estar atuando como proé-farmacos, o que sugere que
os derivados ativos agem por um mecanismo
diferente do proposto para a PZA.

Abreviagoes

BCG = M. bovis Calmette-Guerin
CIM = concentragdo inibitéria minima
HPOA = acido pirazindico

MDR-TB = tuberculose multi-resistente, do inglés
multidrug-resistant tuberculosis

MTB = Mycobacterium tuberculosis
pncA = gene codificador da PZase

POA = anion do 4cido pirazindico
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PZAse = pirazinamidase
PZA = pirazinamida
TB = tuberculose

XDR-TB = tuberculose extremamente resistente, do
inglés extensively drug-resistant tuberculosis
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