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Resumo

A tuberculose é uma das doencas infeciosas mais mortiferas do mundo, causada
pelo agente patogénico Mycobacterium tuberculosis. O surgimento de novas estirpes
resistentes, a elevada toxicidade dos farmacos de segunda-linha e os longos periodos de
tratamento s&o as principais problematicas para a erradicacéo desta patologia. E, por isso,
urgente a descoberta de novos agentes antituberculose com novos mecanismos de acao
rapidos e Unicos, e de novas abordagens para combater este problema.

A elevada hidrofobicidade e complexidade do envelope celular do Mycobacterium
tuberculosis dificulta a passagem de alguns farmacos para o interior da micobactéria,
impossibilitando os mesmos de atingir o alvo pretendido e atuar. Assim, com o intuito de
desenvolver uma estratégia para ultrapassar esta problematica, procedeu-se a sintese de
pré-farmacos mutuos utilizando dois farmacos de segunda-linha utilizados na terapia da
tuberculose pertencentes a familia das fluoroquinolonas (a ciprofloxacina e a levofloxacina)
e alcoois de cadeia longa unidos por uma ligacdo éster. A priori, estes pro-farmacos
aumentariam a lipofilia dos farmacos ciprofloxacina e levofloxacina, podendo facilitar a
entrada na micobactéria.

Os derivados de ciprofloxacina e de levofloxacina foram obtidos utilizando alcoois
com cadeia de 6 a 16 atomos de carbono, através da metodologia descrita por Tehler et al.,
2013. Para avaliar a estabilidade quimica e enzimatica, realizaram-se ensaios de
estabilidade em plasma humano e em tampéo fosfato pH 7,4. De seguida, avaliou-se a
atividade antimicobacteriana dos derivados contra a estirpe Mycobacterium tuberculosis
Hs;Rv, determinando a Concentragdo Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida
Minima. Além disso, com o intuito de estudar a possibilidade dos pré-farmacos poderem ser
ativados pelas esterases micobacterianas, avaliou-se a estabilidade dos mesmos em
homogenatos de Mycobacterium smegmatis. Por fim, realizaram-se ensaios de
citotoxicidade em macréfagos THP-1.

Todos os ésteres de fluoroquinolonas foram sintetizados com sucesso, apresentando
rendimentos entre 19% e 94%. Em relagdo a atividade antimicobacteriana dos derivados
contra a estirpe Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv, observou-se que os compostos com
cadeia alquilica curta demonstraram melhor atividade. Além disso, 0s compostos mostraram
ser muito estaveis e resistentes a acdo das enzimas no plasma humano e a hidrdlise
guimica. Sendo assim, uma vez que os pro-farmacos necessitam de ser biotransformados
em farmacos para poderem atuar nas micobactérias, avaliou-se se estes seriam ativados
pelas esterases micobacterianas e observou-se que estes permaneceram estaveis em
homogenatos de Mycobacterium smegmatis. Assim, dado que estes pro-farmacos néo

passam pelo processo de ativacdo, ndo deverdao ser estudados como pré-farmacos, mas
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sim como farmacos. Realizaram-se também ensaios de citotoxicidade, que revelaram que
0S compostos sdo mais toxicos do que os acidos correspondentes. Sendo assim, seria
importante, futuramente, avaliar-se 0 modo de acdo destes compostos, o que permitird

proceder a otimizagao dos mesmos.

Palavras-Chave:
Mycobacterium tuberculosis
Pro-farmacos

Relagao estrutura-atividade
Esterases

Tuberculose

Lipofilia

Estabilidade
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Abstract

Tuberculosis is one of the deadliest infectious diseases in the world, caused by the
pathogen Mycobacterium tuberculosis. The emergence of new drug-resistant strains, the
long-time treatment and the high toxicity of second-line drugs are the main problems for the
eradication of this pathology. Therefore, it is urgent to find new anti-tuberculosis agents with
new mechanisms of action and rapid onset and/or new approaches to overcome this
problem.

The high hydrophobicity and complexity of the Mycobacterium tuberculosis cell
envelope prevents some drugs from passing into the mycobacteria, making it impossible to
reach the target. Thus, in order to develop an innovative strategy to overcome this problem,
we proceeded to the synthesis of mutual prodrugs using two second-line drugs used in TB
therapy belonging to the fluoroquinolone family (ciprofloxacin and levofloxacin) and long-
chain alcohols joined by an ester bond. A priori, these prodrugs would increase the
lipophilicity of the ciprofloxacin and levofloxacin drugs, which may allow an improved
penetration into the mycobacteria.

The derivatives of ciprofloxacin and levofloxacin were obtained using alcohols with 6
to 16 carbon chains, through the methodology described by Tehler et al., 2013. In order to
evaluate the chemical and enzymatic stability, stability assays were performed in human
plasma and in pH 7.4 phosphate buffer. Then, the antimycobacterial activity of the
derivatives against Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv strain was evaluated, by determining
the Minimum Inhibitory Concentration and the Minimum Bactericidal Concentration. In
addition, in order to study the possibility of prodrugs being activated by mycobacterial
esterases, their stability in homogenates of Mycobacterium smegmatis was evaluated.
Finally, cytotoxicity assays were performed on THP-1 macrophages.

All fluoroquinolones esters were successfully synthesized with yields ranging from
19% to 94%. Regarding the antimycobacterial activity of the derivatives, it was observed that
the compounds with short alkyl chain showed better activity. In addition, the compounds
showed to be very stable and resistant to the action of enzymes in human plasma and to
chemical hydrolysis. Thus, since prodrugs need to be biotransformed into drugs to be able to
act on mycobacteria, it was evaluated whether they would be activated by mycobacterial
esterases and it was observed that they remained stable. Thus, given that these prodrugs do
not undergo the expected activation process, they should not be studied as prodrugs, but
rather as drugs. In addition, cytotoxicity assays in macrophages were performed and
revealed that the compounds are more toxic than the corresponding acids. Therefore, it
would be important, in the future, to evaluate the mode of action of these compounds, which

will allow them to be optimized.
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1. Introducéo

1.1. Tuberculose

1.1.1. Impacto Global da Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma das doengas mais antigas e mortiferas da humanidade,
constituindo um dos maiores problemas mundiais de saude publica e a principal causa de
morte provocada por um uUnico agente infecioso (Gagneux, 2018). Nos ultimos 200 anos,
morreram mais de mil milhdes de pessoas (Paulson, 2013), levando a que, em 1993, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarasse a TB uma emergéncia global (Girardi and
Ippolito, 2016). Os ultimos dados epidemiolégicos da TB séo de 2018, ano em que se estima
gue 10 milhdes de pessoas em todo o mundo tenham sido afetadas. Destes casos, 57%
registaram-se em homens, 32% em mulheres e 11% em criancas. A nivel geogréfico, a
maioria dos casos ocorreram no Sudoeste Asiatico (44%), seguindo-se Africa (24%) e o
Oeste do Pacifico (18%) (Figura 1.1.). Nesse mesmo ano, cerca de 1,4 milhGes de
individuos infetados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) morreram devido a TB
(World Health Organization, 2019).

E importante referir que cerca de um quarto da populagdo humana global esta
infetada com tuberculose latente (TB latente), o que dara origem a muitos novos casos de
tuberculose ativa (TB ativa) (Houben and Dodd, 2016). Para além da problematica dos
inlmeros casos de TB ativa e TB latente, em 2018, ocorreram 500.000 novos casos de
tuberculose resistente ao farmaco rifampicina (RR-TB), dos quais 78% correspondiam a
tuberculose multirresistente (MDR-TB). Também, em 2018, foram registados 13 068 casos
de tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB) em 81 paises. A nivel mundial, 3,4%
dos novos casos de TB e 18% dos casos tratados anteriormente apresentavam MDR-TB ou
RR-TB (World Health Organization, 2019).
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Figura 1.1 - Representacgdo da percentagem de novos casos e recaidas de TB Pulmonar a nivel mundial,
em 2018 (World Health Organization, 2019).

Atualmente, existe uma estratégia internacionalmente recomendada pela OMS para
o controlo e erradicacdo da TB, a estratégia Directly Observed Treatment, Short-Course
(DOTS). Esta estratégia é reconhecida como uma estratégia eficiente e econdmica,
compreendendo cinco componentes. E preciso que exista um compromisso politico para
assegurar recursos humanos e financeiros adequados ao tratamento da TB e também a
garantia de acesso a servigos de qualidade de microscopia da expetoracéo, essenciais para
o diagnostico da TB, ao tratamento de curta duragcédo e a Toma de Observacao Direta (TOD).
A estratégia inclui também o acesso a medicamentos de qualidade de forma continua e a
garantia de um sistema que notifique e avalie todos os casos, para assim ser possivel
monitorizar o resultado do tratamento e o funcionamento integral do programa de controlo
da TB (World Health Organization, 2006). Em conjunto com o desenvolvimento e
investigacdo de novas terapias de prevencdo e de tratamento, esta estratégia reduziu
significativamente os casos de TB em muitos paises, ressaltando a importancia da sua

aplicagdo a nivel mundial com vista a erradicacédo desta doenga (Islam et al., 2017).



1.1.2. Bactéria Mycobacterium tuberculosis

O género bacteriano Mycobacterium apresenta varios agentes patogénicos que
infetam tanto animais como humanos (Barksdale and Kim, 1977). E caracterizado por
bacilos &lcool-acido resistentes, pelo que séo resistentes a descoloracdo por &cidos, ricos
em guanina e citosina (G+C), aerdbicos, em forma de haste e com parede celular rica em
acidos micolicos (Cook et al., 2013).

A classificacao cientifica do género Mycobacterium segue a seguinte ordem — Reino:
Bacteria; Divisdo: ActinoBacteria; Classe: ActinoBacteria; Ordem: Corynebacteriales;
Familia: Mycobacteriaceae e Género: Mycobacterium (NCBI:txid1773). A investigacdo deste
género foi mais aprofundada desde a descoberta do principal do agente patogénico
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Sakula, 1983).

As micobactérias podem dividir-se em Micobactérias N&o-Tuberculosas (MNT),
Mycobacterium Leprae e Complexo de Mycobacterium tuberculosis (CMtb) (Pusch). As MNT
sdo um grupo heterogéneo de organismos ambientais que se encontram no solo e na agua
(Chien et al., 2014), incluindo mais de 170 espécies, como o Complexo de Mycobacterium
avium (CMa) (Mertaniasih et al., 2017, Kasperbauer, 2017). Sdo ainda consideradas
agentes patogénicos oportunistas, associadas a doen¢as humanas, como doencas
pulmonares ou cutaneas (Cassidy et al., 2009). A Mycobacterium leprae é o agente
etiolégico da hanseniase, uma doenga humana cronica que afeta a pele, 0os nervos
periféricos, os olhos e a mucosa do trato respiratério superior (Britton and Lockwood, 2004).
No caso da TB, esta doenca € causada por espécies do CMtb (Gagneux, 2013). Este &
constituido por um grupo de espécies de micobactérias geneticamente muito semelhantes,
sendo o Mtb o principal agente etiol6gico (Cole et al., 1998).

O Mtb é um organismo imével em forma de bastonete (bacilo), com 0,5 ym por 3 um,
sendo altamente contagioso e transportado por via aérea. Caracteriza-se por ser Gram
indeterminado, aerdbio, pois replica-se muito lentamente na presenca de oxigénio, e possuir
uma parede celular "cerosa" (Knechel, 2009). Pensa-se que seja esta parede celular
particular que permita que as bactérias sobrevivam no interior dos macréfagos e confira
resisténcia a antibiéticos (Hoffmann et al., 2008).

Esta espécie é dificil de estudar em laboratério, pois 0 seu crescimento lento torna a
cultura celular um processo demorado e a formacao de colénias pode levar varias semanas
(Forbes et al., 2018). Além disso, os bacilos da TB formam aglomerados, dificultando o
trabalho e a contagem (Julian et al., 2010).

Neste trabalho, utilizou-se a estirpe Mtb Hz;Rv, uma estirpe virulenta que derivou da
estirpe Hs;. Esta foi a primeira a ser isolada de um paciente com TB Pulmonar Crénica e

também a primeira a ter o genoma completo sequenciado (Zheng et al., 2008).



1.1.2.1. Envelope Celular do Mycobacterium tuberculosis

O Mtb é Gram-indeterminado uma vez que apresenta caracteristicas distintas de
bactérias Gram-postivas e de bactérias Gram-negativas (Fu, 2002).

O envelope celular do Mtb apresenta uma caracteristica tipica das bactérias Gram-
negativas, que € a presenca de uma estrutura membranar dividida em trés dominios: uma
capsula composta por proteinas, principalmente porinas, carbo-hidratos e lipidos, uma
parede celular tripartida que é constituida por uma membrana externa e pelo complexo
micolil-arabinogalactano-peptidoglicano (MAGP) e uma membrana interna, que é definida
como a membrana citoplasmatica (Figura 1.2) (Bhat et al., 2017; Chen et al., 2018).

Uma das caracteristicas distintas do envelope celular das micobactérias que também
se observa no envelope celular do Mtb é a presenca de um elevado teor de lipidos. Assim,
no caso do envelope celular do Mth, os &cidos micdlicos e os acidos gordos 2-alquil e 3-
hidroxi de cadeia longa sdo caracteristicas que o distinguem (Ghazaei, 2018). Os &cidos
micolicos sdo acidos gordos ramificados com longas cadeias e estdo organizados numa
bicamada no espaco extracelular associada aos lipidos presentes na parede celular. Estes
sdo responsaveis pela patogenicidade da micobactéria, conferem fluidez e flexibilidade ao
envelope celular e estdo relacionados com a sensibilidade das espécies da micobactéria aos
antibiéticos hidrofobicos (Yuan et al., 1997; Dubnau et al., 2000). Os &cidos micoélicos, em
conjunto com os peptidoglicanos e arabinogalactanos formam o complexo mAGP, sendo
que mais de metade da parede celular é constituida por acidos micélicos lipidicos (Ghazaei,
2018). Uma propriedade da parede celular desta micobactéria, que é um fator importante na

viruléncia, é a sua elevada hidrofobicidade (Ghazaei, 2018).



PR REITIRT RS

Capsula

Membrana 1)
Externa
P SeohS L iisassstileasansdacosnniliasa ) > Parede Celular
; . Arabinogalactanos
i awan preeeeeee-- preeeeennnnns yenees -
(| G, | Peptdoglicanos

AN
56665888 88888881

Figura 1.2 - Representacdo esquematica da estrutura do envelope celular do Mtb, que é constituido
por uma rede de peptidoglicanos que esta ligada covalentemente ao polissacarido constituido por
arabinogalactanos e por &cidos micélicos de cadeia longa. Estes estdo ligados a membrana
citoplasmética e & membrana externa, que inclui os canais de porina, representados como barras
pretas, para captacdo de pequenas moléculas hidrofilicas. Adaptado de Chen et al., 2018.

Membrana Citoplasmatica

O envelope celular é importante para garantir a sobrevivéncia do Mtb no interior dos
macrofagos uma vez que este forma uma barreira impermedavel contra agentes hidrofilicos
(Lee et al.,, 2005; Favrot and Ronning, 2012), possibilitando a aquisicdo de nutrientes
essenciais num ambiente hostil e previne ainda a atividade microbicida destas células
imunitarias (Daffé, 2015).

Relativamente a membrana citoplasmatica, sabe-se que esta é composta por uma
combinagdo de bicamadas fosfolipidicas de tipo fluido (Singer and Nicolson, 1972) formadas
por um nucleo interno muito hidrofébico e por grupos polares ionizados. Para penetrar a
bicamada lipidica, as moléculas tém que ser hidrofébicas. Assim, a lipofilia representa a
afinidade de uma molécula a um ambiente lipofilico (Smith et al., 2006). Esta propriedade é
obtida pelo coeficiente de particdo (logP) de um composto, um parametro molecular que
descreve o equilibrio de particdo de uma solucao entre a agua (fase aquosa) e um solvente
imiscivel (fase orgéanica). Este também mede a diferenca de solubidade de um composto
numa mistura de duas fases imisciveis em equilibrio (Liu et al., 2011). Sendo assim, a
utilizacdo de compostos lipofilicos como farmacos pode ter a vantagem de permitir a entrada
dos mesmos mais facilmente na micobactéria devido a natureza/composicao da membrana
celular (Kawakami et al., 2000). No entanto, € preciso haver um equilibrio entre a hidrofilia e
a lipofilia, uma vez que os compostos ao serem muito lipofilicos apresentam uma baixa

solubilidade aquosa, comprometendo a biodisponibilidade do mesmo. Além disso, quando



estes forem injetados, vdo ser pouco solliveis em plasma e, provavelmente, seréo
absorvidos pelo tecido adiposo do organismo, pelo que o nivel de circulagdo sanguinea do
farmaco sera muito baixo (Patrick, 1995).



1.1.3. Patogénese

O Homem é o hospedeiro primério da bactéria e a infecdo transmite-se através do
contacto direto de pessoa a pessoa. Na grande maioria dos casos, a TB manifesta-se no
pulm&o, nomeadamente nos alvéolos pulmonares (TB Pulmonar), uma vez que o contacto
inicial do bacilo com o organismo é feito por via inalatéria (Riley, 1974). No entanto, os
bacilos podem disseminar-se através do sistema linfatico ou circulatério para outros 6rgaos
do corpo, como a pleura e 0os 0ssos, durante as fases iniciais da doenca — TB Extrapulmonar
(Knechel, 2009).

A transmissao da TB ocorre através de aerossois contendo Mtb provenientes de uma
pessoa infetada. Apés a inalagdo dos mesmos, a maioria dos bacilos sédo retidos pelas
barreiras fisicas de defesa do organismo, como os cilios e 0 muco, que promovem a
exclusdo das particulas para o exterior (Frieden et al., 2003; Mcgee et al., 2005). No
entanto, existem bacilos que ndo sao retidos, sendo aspirados para o interior do pulmao.
Estes sdo rapidamente detetados e fagocitados por macréfagos alveolares e por células
dendriticas (Pai et al., 2016). Neste processo, 0os macréfagos induzem uma resposta
inflamatoria local e a migracdo de mondcitos da corrente sanguinea para o local de infecéo
(Urdahl et al., 2011).

Se o bacilo sobreviver a esta primeira linha de defesa, comecgard a replicar-se
ativamente nos macrofagos, difundindo-se nas células proximas, alcangcando, em poucas
semanas de crescimento exponencial, uma elevada carga bacteriana (Pai et al., 2016).
Durante esses primeiros passos da infegcdo, o Mtb pode difundir-se para outros 6rgaos
através do sistema linfatico, infetando outras células (Knechel, 2009).

Apés a resposta imune adaptativa, a apresentacao de antigénios de Mtb as células T
induz a migracdo das mesmas e em menor escala também pode induzir a migracdo das
células B para o local da infecdo (Rao et al., 2015), levando a formacdo do granuloma
(Rosenkrands et al., 2002). Este impede a propagacdo da infecdo, mantendo as bactérias
dentro de um conjunto compacto de varios tipos de células imunes e macréfagos ativados,
alguns dos quais se fundem. Estas células irdo inibir a replicacdo, acabando por destruir as
bactérias (Frieden et al., 2003). Os granulomas podem persistir durante anos, contendo os
bacilos num estado dormente, uma vez que estes se adaptam através da alteracdo da
expressao fenotipica e da regulacdo das proteinas para poderem sobreviver (Li et al., 2002),
enquanto o individuo se mantiver imunocompetente — designando-se por TB latente (A —
Figura 1.3.). Neste caso, o controlo desta infecdo crénica resulta de um equilibrio
permanente entre o hospedeiro e a micobactéria (Knechel, 2009).

No caso da TB ativa (B — Figura 1.3.), ha um desequilibrio entre o hospedeiro e a

micobactéria e ocorre replicagdo das bactérias no interior do granuloma. Se a carga
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bacteriana for muito elevada, o granuloma néo contera a infegdo e o sistema imunitario ndo
serd capaz de combater as bactérias da TB, originando infecdes nos pulmdes ou noutras
regibes do corpo (Lin et al., 2013). Algumas pessoas desenvolvem TB ativa logo apds serem
infetadas, antes do sistema imunitario atuar contra as bactérias, enquanto outras podem
desenvolver TB ativa numa fase mais tardia (na TB latente), devido a presenca de fatores de
risco como o VIH ou outras infe¢des, em que o sistema imunitario fica comprometido (Blaser
and Kirschner, 2007).
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Figura 1.3 - Representacdo do ciclo da infecdo do Mtb no caso de TB latente (A) e no caso de TB ativa
(B). Adaptado de Pai et al., 2016.



1.1.4. Diagnéstico e Prevencéao

1.1.4.1. Diagnostico

Na avaliagdo do diagndstico da TB existem varios fatores que sdo necessarios ter
em conta. O desempenho do teste pode ser afetado pela escolha de referéncia, pela taxa de
incidéncia local da TB e pela taxa de VIH (em individuos infetados) em segundo plano.
Embora o padréo de referéncia seja, na maioria das vezes, uma cultura, existem diferentes
meios e técnicas de cultura, possuindo diferentes caracteristicas de desempenho (Cruciani
et al., 2004). Outro fator importante € o VIH, sendo que em pessoas infetadas com VIH é
mais dificil executar o diagndstico devido a presenca de sintomas atipicos (Sonnenberg et
al., 2005). No caso da TB Extrapulmonar, torna-se também dificil de diagnosticar devido as
dificuldades em identificar quais as amostras/modelos adequados e a menor sensibilidade
dos ensaios microbiol6gicos nas amostras ndo pulmonares, provavelmente resultantes de
uma menor concentracdo de carga bacteriana (Purohit and Mustafa, 2015).

Existem vérias técnicas para realizar o diagnostico de TB, sendo as técnicas mais
tradicionais, a avaliacdo de sintomas, a radiografia pulmonar, a microscopia da expetoracdo
(baciloscopia) e a cultura em meio solido. As técnicas mais recentes que foram aprovadas
pela OMS séo o teste de libertacdo do interferdo gama, o teste tuberculinico, a microscopia
de fluorescéncia, a cultura em meio liquido, a Polymerase Chain Reaction (PCR) e 0 ensaio
de sonda de linha (Cudahy and Shenoi, 2016). O ensaio lipoarabinomanano de fluxo lateral
esta atualmente a ser investigado como possivel teste de diagndstico a pacientes com VIH
positivo com possiveis sintomas de TB (World Health Organization, 2019).

O diagnostico da TB consiste na identificagcdo laboratorial do Mtb em amostras
biologicas (expetoracdo, na maioria das vezes). A confirmacdo da doenca e do perfil de
suscetibilidade aos farmacos antituberculose (anti-TB) permite a escolha da terapia mais
adequada. Como foi referido anteriormente, atualmente, sdo utilizados testes
microbiologicos e de biologia molecular que possibilitam um diagnéstico precoce da doenca
e também permitem a investigacdo/descoberta de mutagdes que podem conferir resisténcia

aos farmacos anti-TB de primeira linha (DGS, 2018).



1.1.4.2. Prevencao

Um fator essencial nos objetivos da erradicacao da TB é um programa de prevencgao
que utiliza uma estratégia com novas vacinas ou vacinas existentes mais evoluidas. Em
1921, foi introduzida a vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (Calmette, 1931), que é a
Unica vacina atualmente aprovada e disponivel ho mercado na prevencdo da TB ativa
(Zwerling et al., 2011).

A eficicia desta vacina é limitada e varia de acordo com a idade. Embora seja eficaz
em bebés, a duracdo da protecdo € limitada e diminui ao longo do tempo, por uma média
inferior ou igual a 10 anos (Abubakar et al., 2013). Atualmente, ndo existe uma vacina que
seja eficaz na prevencdo de TB em adultos (Kaufmann et al., 2010; World Health
Organization, 2019). A OMS recomenda que, em paises com elevada incidéncia de TB, é
necessario administrar uma dose Unica da vacina BCG a todos os bebés assim que possivel
apos o nascimento. Em paises com reduzidas taxas de incidéncia de TB, a administragédo da
vacina BCG pode ser limitada a recém-nascidos e bebés em grupos de elevado risco (World
Health Organization, 2019).

Durante os ultimos anos, tem sido feito investimento em linhas de investigacéao
direcionadas no sentido de encontrar uma vacina contra a TB mais efetiva e universalmente
aplicavel (Kaufmann et al., 2015). Em 2018, surgiu um potencial candidato a vacina contra a
TB, 0 “M72/AS01E”, que mostrou ser significativamente eficaz em individuos com TB latente
num ensaio clinico em fase Il (World Health Organization, 2019). Sendo assim, € importante
a continuacdo da investigacdo de novas vacinas para prevenir a incidéncia de TB em

adultos.

1.1.5. Terapia administrada atualmente

1.1.5.1. Terapia para TB Suscetivel a Farmacos

O tratamento atual para TB suscetivel a farmacos consiste no regime padrao que
inclui quatro farmacos na fase inicial do tratamento - isoniazida (INH), rifampicina (RIF),
pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) (Figura 1.4.) - e dois farmacos na fase de
manutencdo (INH, RIF). A fase inicial tem uma duracéo de cerca de dois meses e a fase de
manutencdo decorre durante quatro meses (Xu et al., 2017a). O EMB pode ser
descontinuado se o teste de suscetibilidade mostrar que a estirpe presente € suscetivel a
INH e & RIF (Nahid et al., 2016). Este tratamento tem mostrado elevada eficicia, quando o

esquema terapéutico é respeitado (Tiberi et al., 2018).

10



O NH-NH,

O OH
X [ ST ONH, NH J/\
| N7 HO

N

Isoniazida Pirazinamida Etambutol

Rifampicina

Figura 1.4 - Estrutura quimica dos farmacos isoniazida, pirazinamida, etambutol e rifampicina (Software
ChemDraw) (Hoagland et al., 2016).

A INH (Figura 1.4.) é um pré-farmaco, que ao ser ativado pela catalase peroxidase
(KatG), uma enzima presente na bactéria Mtb, permite a formacdo de um composto
altamente reativo — radical acilo isonicotinico, que, por sua vez, vai ligar-se ao nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH), formando o aducto NAD-nicotinoil (Dessen et al., 1995). Este
complexo liga-se fortemente & enzima InhA, levando a interrupgédo da biossintese do &cido

micélico, e, consequemente, a morte celular (Figura 1.5.) (Vilchéze et al., 2006).

Figura 1.5 - Esquema do processo de ativagdo do pro-farmaco isoniazida (Biochemistry, 2017).

A RIF (Figura 1.4.) atua sobre Mtb em crescimento e Mtb no estado dormente.
(Somoskovi et al., 2006). Esta interrompe a sintese de ribonucleic acid (RNA) por ligacdo a
subunidade B da RNA polimerase (RpoB), levando a morte das micobactérias (Blanchard,
1996). Recentemente, concluiu-se que a ligacdo da RIF a RpoB induz a formacdo de
radicais hidroxilo em bacilos suscetiveis a farmacos, mas nao em bacilos resistentes
(Piccaro et al., 2014).
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A PZA (Figura 1.4.) é um farmaco importante utilizado no tratamento do Mtb
suscetivel e do Mtb resistente a farmacos. E um pré-farmaco (analogo da nicotinamida) que
€ convertido em &cido pirazinéico (POA), o farmaco ativo, pela pirazinamidase (PZase)
(Konno et al., 1966). Apesar de ser um dos farmacos mais antigos no estudo da terapia da
TB, o mecanismo de acéo deste ainda ndo esta devidamente esclarecido. Em laboratério, é
dificil trabalhar com a PZA, pois esta ndo é ativa numa cultura laboratorial padrdo. E
necessario ter em conta alguns detalhes sobre o estado em que as células das
micobactérias precisam de estar para estas serem suscetiveis a PZA no hospedeiro
(Anthony et al., 2018). Alguns estudos sugerem que a PZA e o analogo da mesma, 5- cloro-
PZA, pode inibir a enzima sintetase de 4cidos gordos | (FAS-I), presente no Mtb (Zimhony et
al., 2000). Em 2003, foi proposta uma possivel explicacdo da atividade da PZA. Esta afirma
gue a forma ativa da PZA, o POA, atuaria como um ion6foro de protdes, em condigcbes
acidas extracelulares, levando a rutura da membrana plasmética do Mth. No entanto,
recentemente, demonstrou-se experimentalmente que um valor de pH acido extracelular ndo
seria um requisito para o POA atuar eficientemente, pelo que este devera apresentar um
mecanismo de agéo diferente do referido anteriormente. Deste modo, foram questionadas
tanto a exigéncia de um pH extracelular baixo para ativar o POA, como a acidificagdo do
citoplasma como mecanismo letal (Peterson et al., 2015; Den Hertog et al., 2016).

O EMB (Figura 1.4.) leva a morte da bactéria através do bloqueio da sintese de
arabinogalactano da parede celular por inibicdo da enzima arabinosiltransferase (Sreevatsan
et al., 1997).

Problematica do aparecimento de estirpes resistentes

Ao longo do tempo, houve uma diminui¢cdo da eficacia do tratamento anteriormente
referido, tendo surgido novas estirpes que desenvolveram resisténcia a alguns farmacos.
Atualmente, o aparecimento de resisténcia tem aumentado, tornando-se preocupante.
Apareceram estirpes resistentes a INH e a RIF, dois farmacos de primeira linha, originando
a MDR-TB. Também ja& surgiram estirpes com resisténcia adicional a qualquer
fluoroquinolona e a pelo menos um dos trés medicamentos de segunda linha injetaveis -
XDR-TB (Acosta et al., 2014). Até hoje, ndo existem alternativas para o tratamento eficaz da
XDR-TB, mostrando uma taxa de cura de apenas 26% usando farmacos de segunda e

terceira linha (Msandiwa et al., 2008).
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1.1.5.2. Terapia para estirpes resistentes a farmacos

As guidelines atuais recomendam que os doentes que apresentem MDR-TB sigam o
regime de pelo menos cinco farmacos ativos durante a fase intensiva, incluindo a PZA e
quatro farmacos de segunda linha, sendo um do grupo A, um do grupo B e pelo menos dois
do grupo C. Se o0 esquema mais curto ndo for indicado devido a resisténcia conhecida ou
suspeita a um ou mais farmacos incluidos no esquema terapéutico mais curto, ou
intolerancia, deve ser usado um esquema com maior tempo de duracdo que inclua pelo
menos quatro farmacos ativos. Este deve incluir a PZA, a moxifloxacina (MOX), um injetavel
de segunda linha e dois farmacos principais de segunda linha (etionamida/protionamida, D-
cicloserina, linezolida e/ou clofazimina). Os farmacos de segunda linha podem ser divididos
em trés grupos: o grupo A, que inclui as fluoroquinolonas (FQ) (MOX, levofloxacina (LEV),
ciprofloxacina (CIP) e ofloxacina (OFL)); o grupo B corresponde aos compostos injetaveis
(canamicina/amicacina, capreomicina, viomicina); e o grupo C que inclui os farmacos
etionamida, protionamida, D-cicloserina e clofazimina (Tiberi et al., 2018).

Atualmente, existe um conjunto de farmacos em estudo para a TB em ensaios
clinicos, e apenas dois novos farmacos — bedaquilina (Bdqg) e delamanida (DIm) - foram
aprovados para a MDR-TB. Dado que estes dois farmacos estdo associados a efeitos
secundarios, estes sao recomendados apenas para pacientes com MDR-TB que nao
tenham outras opcdes de tratamento (Nahid et al., 2016; World Health Organization, 2019).
A Bdg (Figura 1.6.) atua sobre as micobactérias dormentes e ativamente replicantes,
inibindo a enzima trifosfato de adenosina sintase micobacteriana, uma enzima essencial
ligada a membrana, interferindo na producdo de energia e interrompendo o metabolismo
intracelular. Algumas evidéncias sugerem que esta atua interferindo na cadeia de
transferéncia de protdes (Field, 2015). A DIm (Figura 1.6.) € um pré-farmaco que requer
uma biotransformacgéo através do sistema da coenzima micobacteriana F420 e da enzima
nitroredutase dependente de deazaflavina. Apés a ativacao, o radical intermediario formado
é responséavel pela inibicdo da sintese de acido metoxi-micoélico e ceto-micdlico, levando a
deplec&o dos componentes da parede celular micobacteriana e a destruicdo da micobactéria
(DrugBank DB11637, 2016).

O

Bedagquilina Delamanida

Figura 1.6 - Estrutura quimica dos farmacos bedaquilina e delamanida (Hoagland et al., 2016).
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1.1.5.2.1. Farmacos de segunda linha: Fluoroquinolonas

As quinolonas consistem numa estrutura em anel biciclico, que podem ser divididas
em 2-quinolonas e em 4-quinolonas, consoante o grupo carbonilo se encontra na posi¢ao
C2 ou C4 (Figura 1.7) (Zhang et al., 2018b).

R R
5 5 o
Re~ | N COOH Re COOH
N | |
R, X7 N0 R XN

Figura 1.7 - Estrutura quimica das 2-quinolonas (esquerda) e das 4-quinolonas (direita) (Software
ChemDraw).

A introducéo do &cido nalidixico ocorreu em 1962, sendo que este era utilizado no
tratamento de infecdes de trato urinario em humanos (Lesher et al., 1962; Emami et al.,
2005). A partir da descoberta do acido nalidixico, desenvolveu-se uma familia de compostos
derivados das quinolonas — FQ. As FQ consistem num nucleo de 4-quinolona/naftiridona
com um &cido carboxilico na posi¢cdo C3, um grupo ceto na posi¢cdo C4, um atomo de fltor
na posi¢cdo C6 e uma amina secundaria ligada a posi¢do C7 do nucleo heterociclico. Estas
séo utilizadas em terapias em doencas respiratorias, gastrointestinais, de pele, entre outras,
apresentando também um largo espetro de atividade antimicrobiana (Bisacchi, 2015; Fan et
al., 2018). E importante referir que a atividade antimicrobiana, o espetro e a seguranca
destes compostos devem-se ao grupo presente na posi¢do C7, sendo considerada também
a posi¢cado mais favoravel para possiveis modifica¢cdes quimicas (Fan et al., 2018).

Até aos dias de hoje, foram desenvolvidas varias geracdes de quinolonas/FQ, sendo
gue existe um maior numero de compostos a cada nova geracao. A primeira geracao, que
inclui o &cido oxolinico, o acido pipemidico e a rosoxacina, apresenta atividade fraca contra
bactérias Gram-negativas, pelo que atualmente sdo pouco utilizadas (Figura 1.8.). A
segunda geracdo inclui as FQ como a norfloxacina, a enoxacina, a pefloxacina, a
lomefloxacina, a nadifloxacina, a rufloxacina, a OFL e a CIP. A terceira geragao inclui a LEV,
a pazufloxacina, a temafloxacina, a tosufloxacina, a sparfloxacina, a grepafloxacina e a
balofloxacina (Figura 1.8.)). A segunda e a terceira geracbes de FQ atuam
predominantemente sobre bactérias Gram-negativas, algumas bactérias Gram-positivas e
micrébios intracelulares. Por sua vez, as FQ de quarta geracdo (prulifloxacina,
trovafloxacina, alatrofloxacina, delafloxacina, clinafloxacina, besifloxacina, sitafloxacina,
finafloxacina, gatifloxacina, gemifloxacina, MOX e garenoxacina) sdo muito ativas contra
espécies de bactérias Gram-positivas e bactérias anaerébias (Figura 1.8.) (Xu et al., 2017b;
Zhang et al., 2018b).
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Figura 1.8 - Estrutura quimica do acido nalidixico e das quinolonas. Adaptado de Zhang et al.,

2018b.
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O mecanismo da acdo destes compostos com atividade antibacteriana ocorre
através da ligagdo destes a duas enzimas topoisomerase do tipo Il bacterianas, a
deoxyribonucleic acid (DNA) girase e a DNA topoisomerase |V, levando assim a inibi¢cdo da
replicagdo e da transcricdo do DNA da bactéria. O alvo principal para a maioria das
bactérias Gram-positivas € a topoisomerase |V e para as bactérias Gram-negativas é a DNA
girase (Kerns et al., 2003). As FQ que pertencem a geracdes mais recentes atuam tanto na
DNA girase como na DNA topoisomerase IV, sendo que esse mecanismo de acéo dupla ira
retardar o desenvolvimento da resisténcia (Mather et al., 2002; Xu et al., 2017hb).

Para além destes compostos apresentarem atividade antibacteriana, também se
demonstrou que as FQ conseguem entrar nos macréfagos (Ginsburg et al., 2003). As FQ
OFL e CIP mostraram apresentar atividade moderada contra Mtb e a LEV e a MOX
mostraram apresentar atividade anti-TB superior as anteriormente referidas (Marra et al.,
2005). No entanto, estas apenas séo utilizadas como farmacos anti-TB de segunda linha
(Moadebi et al., 2007; Lienhardt et al., 2010), em doentes com estirpes resistentes ou que
apresentem intolerdncia aos farmacos anti-TB de primeira linha, devido aos efeitos
secundarios a elas associadas (Zhang et al., 2018b). As caracteristicas farmacocinética e
farmacodindmica dos compostos LEV e MOX ainda estdo a ser estudadas para definir a
dosagem ideal que deve ser administrada aos doentes e consequentemente evitar o
surgimento de estirpes resistentes e o insucesso desta terapia (Pranger et al., 2019).

Ciprofloxacina (22Geracéao)

A CIP (Figura 1.8.) € um farmaco importante que pertence a segunda geracao das
FQ e apresenta um largo espetro de atividade antibacteriana (Castro et al., 2013), atuando
em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Zhang et al., 2018a), através da inibicao
das enzimas DNA girase e topoisomerase |V (Pietsch et al., 2017). A CIP é direcionada para
as subunidades a da DNA girase, interrompe o processo de superenrolamento do DNA da
bactéria, impedindo assim a replicagdo do DNA (Lebel, 1988). Este farmaco pode ser
administrado por via oral, intravenosa, intratimpanica e ocular dependendo da infecéo
bacteriana, sendo que para a terapia da TB a CIP é administrada oralmente e tem uma
biodisponibilidade de 70-80%. O metabolismo da CIP é efetuado principalmente pelo
CYP1A2, sendo que 15% da dose administrada oralmente é convertida em metabolitos
primarios, oxociprofloxacina e sulociprofloxacina, e em metabolitos mais pequenos,

desetileno ciprofloxacina e formilciprofloxacina (DrugBank DB00537, 2005).
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Levofloxacina (32Geracdao)

A LEV (Figura 1.8.) é um farmaco antibacteriano que pertence a terceira geracao
das FQ e é o isémero 6tico S-(-) do farmaco racémico OFL (Fish and Chow, 1997), que se
distingue da estrutura tipica das quinolonas por ter um anel fundido, juntando a posi¢do N; a
C8 (Zhang et al., 2018b). Esta é mais ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas quando comparada com a OFL. Apd6s a sua administragdo, a LEV permanece
estereoquimicamente estavel. Este composto demonstrou atividade in vitro contra varias
bactérias aerébias Gram-positivas e Gram-negativas e contra algumas bactérias anaerébias
(Drugbank DB01137, 2005). Tal como a OFL, a LEV também ¢é utilizada como terapia da
MDR-TB e atua através da inibicdo de duas enzimas presentes na bactéria - DNA girase e
topoisomerase IV. A inibicdo destas duas enzimas leva ao bloqueio da replicacdo do DNA e
da consequente inibicdo da divisdo celular, resultando na morte celular (Fabrega et al.,
2009).

A LEV é administrada oralmente e a sua absor¢cdo é praticamente completa, com
uma biodisponibilidade de aproximadamente 99%. Apenas foram identificados dois

metabolitos, a desmetilevofloxacina e a levofloxacina-N-6xido (Drugbank DB01137, 2005).

Moxifloxacina (42Geragao)

A MOX (Figura 1.8.) é um farmaco que pertence a quarta geragédo de FQ e é usado
para o tratamento de infecdes como a pneumonia e a bronquite cronica. Esta, tal como as
FQ referidas anteriormente, também é utilizada como terapia de segunda-linha para a TB. O
mecanismo de acdo da MOX resulta na inibicdo das enzimas DNA girase e topoisomerase

IV, levando assim a inibicdo da replicacao e transcricdo do DNA da bactéria e da divisdo
celular, resultando na morte celular (Drugbank DB00218, 2005).
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1.2. Desenvolvimento de possiveis novos candidatos a
farmacos anti-TB

Atualmente, o surgimento de estirpes resistentes a farmacos existentes, bem como a
elevada toxicidade de farmacos de segunda-linha, fazem parte dos principais desafios para
conseguir erradicar a TB. Sendo assim, € urgente a descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos com atividade anti-TB com um novo mecanismo de ac¢ao rapido e Unico, diferindo
dos farmacos existentes. Estes devem ser bem tolerados, eficazes contra estirpes
suscetiveis e resistentes e contra a TB latente, apresentar baixa toxicidade, e ser de tempo
curto de duracao da toma. Deste modo, o ideal seria o0 desenvolvimento de um polifarmaco,
apto a substituir os quatro farmacos usados na terapia suscetivel a TB (Xu et al., 2017b; Fan
et al., 2018).

Relativamente as FQ, um aspeto importante a considerar no desenvolvimento de
novos farmacos derivados de FQ é o estudo de uma das propriedades mais importantes
destes compostos, a lipofilia. A extrema hidrofobicidade e complexidade do envelope celular
do Mtb, torna o envelope celular uma barreira que impede a passagem de determinado
composto para o interior da bactéria, impedindo o mesmo de atingir o alvo pretendido.
Assim, a lipofilia das FQ pode desempenhar um papel importante na entrada dos compostos
nas micobactérias, pelo que o aumento da lipofilia pode levar ao aumento da atividade anti-
TB destes compostos ao facilitar a entrada dos mesmos no Mtb (Sriram et al., 2005; Sriram
et al., 2006; Xu et al., 2016). Deste modo, a descoberta de uma estratégia que aumente a
lipofilia das FQ pode levar ao desenvolvimento de novos candidatos promissores a farmacos
anti-TB.

Assim neste trabalho, a estratégia utilizada para facilitar a entrada das FQ,
compostos utilizados como farmacos de segunda-linha da TB, na micobactéria foi aumentar

a lipofilia destes compostos através da transformacgéo dos farmacos em pré-farmacos.

1.2.1. Pro-farmacos

Um pro-farmaco é definido como um derivado quimico farmacologicamente inativo de
um farmaco, que requere uma transformacéo (quimica ou enzimatica) dentro do organismo
humano de modo a libertar o farmaco ativo (Wu, 2009). Esta abordagem permite ultrapassar
certas barreiras do farmaco, que podem ser farmacéuticas, farmacocinéticas ou
farmacodinamicas, manifestando-se de diferentes formas. Assim, as barreiras farmacéuticas
podem ser estabilidade quimica insuficiente, baixa solubilidade, odor e sabor desagradavel
ou irritacdo e dor. As barreiras farmacocinéticas podem manifestar-se na baixa absorcao
oral do farmaco, na acentuada metabolizacao pré-sistémica, na curta duracao de acao ou na

capacidade de provocar uma distribuicdo desfavoravel no organismo. Por fim, as barreiras
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farmacodinamicas, estao relacionadas com a toxicidade ou com o desenho de uma Unica
entidade quimica que combina dois farmacos (estratégia dos co-farmacos) (Testa, 2009;
Huttunen et al., 2011). Desta forma, o desenho de pro-farmacos permite melhorar a
formulacdo, aumentar a hidrossolubilidade, a estabilidade quimica, a aceitacdo do doente, a
biodisponibilidade, a absorcdo e a distribuicdo, e a seletividade para determinados
orgdos/locais do organismo. Também permite prolongar o tempo de atuacdo e diminuir 0s
efeitos secundérios (Rautio et al., 2008; Testa, 2009; Stella, 2010).

Os pré-farmacos podem ser classificados em pro-farmacos com transportador e em
bioprecursores. Em relacdo aos pro-farmacos com transportador, 0 composto que possui 0
farmaco ativo esta ligado a um grupo transportador que pode ser removido
enzimaticamente, como por exemplo, um éster que € hidrolisado num farmaco ativo
contendo um &cido carboxilico. Neste caso, a ligacdo ao grupo transportador deve ser
suficientemente |abil de modo a permitir a libertagcdo eficiente do farmaco in vivo, o grupo
transportador deve ser néo téxico e biologicamente inativo, quando separado do farmaco e
deve alterar as propriedades fisicas do farmaco ou permitir a sua distribuicdo seletiva
(Huttunen et al., 2011; Zawilska et al., 2013). Neste grupo, incluem-se os co-farmacos, que
sdo pré-farmacos mutuos, formados a partir de dois grupos farmacologicamente ativos
acoplados numa unica molécula (Das et al., 2010). Os bioprecursores sdo compostos que
sdo convertidos através do metabolismo ou por métodos quimicos num novo composto, o
qual é o principio ativo. O metabolismo depende das enzimas presentes enquanto 0S
métodos quimicos ndo dependem de enzimas e podem ser hidrélise, descarboxilacao,
oxidacdo, reducao, entre outros (Testa, 2009; Kokil and Rewatkar, 2010; Graf and Lippard,
2012).

Outra classificacdo atribuida aos pré-farmacos esta relacionada com o local onde
ocorre a conversao no metabolito ativo. Assim, podem ser do tipo |, em que os pré-farmacos
sdo metabolizados no interior da célula ou do tipo Il, em que estes sdo metabolizados no
exterior da célula (Zawilska et al., 2013).

No caso dos pro-farmacos antimicobacterianos, como a INH e a PZA, estes podem
ser classificados quanto ao mecanismo de bioativacdo dos mesmos, que pode ser feita pela
micobactéria ou pelo hospedeiro (Mori et al., 2016). Os pro-farmacos bioativados pelas
micobactérias tém como principais objetivos, o aumento da biodisponibilidade e da
solubilidade e a diminuicdo da toxicidade, enquanto os pro-farmacos bioativados pelo
hospedeiro apresentam melhor absor¢éo e solubilidade, uma maior estabilidade quimica,
disponibilidade e eficicia terapéutica e menor toxicidade (Testa, 2009; Mori et al., 2016).
Como foi referido anteriormente, alguns compostos utilizados na terapia da TB como a INH
e a PZA sédo exemplos de pré-farmacos em que a micobactéria € responsavel pelo

mecanismo de ativacdo dos mesmos.
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Assim, um pré-farmaco ideal deve apresentar resisténcia a hidrélise durante o
processo de absorcdo, apresentar pouca ou nenhuma atividade, apresentar solubilidade
aquosa, apresentar permeabilidade adequada na passagem para as células, apresentar
estabilidade quimica a uma gama de valores de pH diferentes e apresentar uma cinética que
permite a libertacdo do farmaco ativo (Chung et al., 2008).

1.2.1.1. Esteres como pro-farmacos

Um pré-farmaco é uma versao inativa de um farmaco. Ao ser administrado a um
doente, € ativado no interior ou no exterior da célula, por um processo enzimatico ou
quimico, para assim ser revelado o farmaco ativo (Clas et al., 2014). Muitos destes farmacos
apresentam grupos funcionais como o carbonilo, hidroxilo, amina, fosfato e carboxilo que, ao
serem transformados em pré-farmacos, apresentam-se como fosfatos, carbonatos,
carbamatos, amidas e ésteres (Rautio et al., 2008).

Ultimamente, os pro-farmacos com ligagbes éster tém sido utilizados como uma
estratégia para fazer face a estirpes resistentes a farmacos, dado que estes podem facilitar
a passagem de alguns farmacos na parede celular das bactérias, como por exemplo, do
Mtb, e também devido a sua elevada estabilidade a hidrélise tanto in vivo como in vitro
(Jornada et al., 2016). Neste caso, 0s pré-farmacos mascaram o0s grupos polares do
farmaco ativo, como alcoois ou acidos carboxilicos, para assim aumentar a permeabilidade
celular (Mori et al., 2016; Benedetto Tiz et al., 2018; Larsen and Johnson, 2018).

Apés a reacao de esterificacdo do farmaco para que este fique na sua forma inativa,
ou seja, como pro-farmaco, deve ser estabelecida uma estabilidade quimica e biolégica
ideal, através da alteracdo das suas propriedades (Zawilska et al., 2013). Assim, um proé-
farmaco éster deve apresentar uma elevada solubilidade aquosa, uma estabilidade quimica
adequada num intervalo de pH, uma absorcdo intracelular adequada, ser estavel ao
processo de hidrélise durante a absorcao e o transporte e por fim, apés atingir o alvo, deve
decompor-se rapidamente e de modo quantitativo, para que o farmaco ativo seja libertado e
atue eficientemente (Beaumont et al., 2003). Assim, os pré-farmacos sintetizados como
ésteres podem ser ativados por hidrélise enzimatica ou por hidrélise quimica, temas que

serdo analisados de seguida.
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1.2.1.1.1. Hidrélise Enzimatica

Um dos processos de ativacdo dos pro-farmacos como ésteres ocorre por hidrélise
enzimatica. A hidrélise enzimatica de derivados de acidos carboxilicos, como os ésteres, é
muito mais eficaz do que a hidrélise quimica, uma vez que a diminui¢cao de energia de Gibbs
no estado de transicdo permite um aumento da velocidade de hidrélise pelas enzimas
hidroliticas, as hidrolases. Estas sdo as enzimas responsaveis pela reacdo de hidrélise e
apresentam Varias caracteristicas no centro ativo que permitem acelerar a percentagem de
hidrélise. Uma das propriedades das enzimas é a presenca de um grupo eletrofilico, que
aumenta a polaridade do grupo carbonilo do substrato e a outra é a presenca de um
nucleofilo que permite o ataque ao 4tomo de carbono do grupo carbonilo, possibilitando
assim a formacdo do intermediario tetraédrico. Estas enzimas também apresentam um
grupo doador de protdes que torna o grupo OR’ num melhor grupo abandonante. Estas trés
caracteristicas sdo semelhantes em quase todas as hidrolases, diferindo apenas nos grupos
funcionais das mesmas (Testa and Mayer, 2003).

Um dos varios tipos de hidrolases sao as esterases (EC 3). Estas sdo enzimas
responsaveis pela conversdo de um éster num acido carboxilico e um alcool por uma reacao
de hidrdlise, utilizando uma serina nucleofilica, uma base que é a histidina e um residuo
ativador acidico (Sousa et al.,, 2015; Larsen and Johnson, 2018). As esterases sao
classificadas de acordo com o tipo de reacdo que estas catalisam. Dentro da classe das
esterases, existem as hidrolases de éster carboxilico, as hidrolases tioéster, as hidrolases
monoéster, diéster e triéster fosférico, as hidrolases éster sulflirico, as exonucleases e as
endonucleases (NC-IUBMB).

Entre as diferentes esterases, as carboxilesterases (EC 3.1.1.1), que pertencem a
familia das hidrolases de éster carboxilico, sdo as mais utilizadas na ativacdo de pro-
farmacos (Liederer and Borchardt, 2006). A reacdo de hidrélise da ligacdo éster ocorre
através do ataque do nucledfilo da serina ao &tomo de carbono presente no grupo carbonilo
e o intermediario tetraédrico formado “colapsa” para libertar o alcool, formando um residuo
de serina esterificado. A molécula de H,O atua como nucledfilo para remover o acido
carboxilico. Esta reacdo tem de ocorrer em condi¢ces controladas de modo a impedir que o
nucledfilo da serina reaja com moléculas de H,O livres (Hatfield et al., 2016).

Antigamente, os ésteres utilizados como pro-farmacos eram desenhados para serem
ativados por esterases humanas, dado que estas estdo muito distribuidas em todo o
organismo, pelo que a ligacdo éster torna-se labil in vivo. No entanto, através de estudos
mais pormenorizados sobre a especificidade do substrato, estes pro-farmacos podem ser

modificados com o intuito de atingir esterases humanas mais especificas ou outras
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pertencentes, por exemplo, a determinadas micobactérias, sendo assim ativados por
esterases micobacterianas (Beaumont et al., 2003; Yang et al., 2011; Hamada, 2017).

A maioria das esterases humanas pode estar localizada no sangue, figado, intestino
e outros fluidos e tecidos biologicos (Liederer and Borchardt, 2006). Geralmente, o figado &
0 0rgdo que apresenta maior atividade enzimatica pelo que, para além de ser o principal
orgdo responsavel pelo metabolismo dos farmacos (Satoh and Hosokawa, 1998), também
desempenha um papel importante na ativacdo dos pré-farmacos (Liederer and Borchardt,
2006). As esterases humanas tém a fungao de “desativar’/metabolizar os farmacos para
depois serem eliminados do organismo assim como outros tipos de substancias toxicas, que
possuam funcdes éster na sua estrutura (Li et al., 2005).

As principais esterases responsaveis pela bioconversdo de pro-farmacos como
ésteres podem ser enzimas hidroliticas, em gue se incluem as esterases do tipo A e B, que
diferem na especificidade de substrato ou enzimas oxidativas, em que se inclui o citocromo
P450. As A-Esterases, como a paraoxonase (PON) ndo séo inibidas por organofosfatos, no
entanto, estes sao hidrolisados pelas esterases. As B-Esterases, como a carboxilesterase, a
acetilcolinesterase (AChE) e a colinesterase, sao inibidas pelos organofosfatos (Liederer
and Borchardt, 2006).

No plasma humano, existem quatro tipos de proteinas que contribuem para a
hidrélise dos ésteres, a AChE, a butirilcolinesterase (BChE), a PON e a albumina (Li et al.,
2005).

A AChE (EC 3.1.1.7) € uma das enzimas que pertencem a familia das colinesterases
e € responsavel pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, libertada na fenda sinaptica
e na juncdo neuromuscular, em sinapses colinérgicas. E também responsavel pela
metabolizacdo da acetilcolina libertada do nervo pré-sindptico em resposta a um potencial
de acgdo. Esta € uma forma de manter fungcéo colinérgica eficiente (Daniel, 1987; Liederer
and Borchardt, 2006; Yang et al., 2011). Além do plasma humano, a AChE também pode
estar presente principalmente no cérebro, no sangue ou nas jun¢gfes neuromusculares,
dependendo da forma molecular que a mesma apresenta (Rotundo, 2003; Liederer and
Borchardt, 2006).

A outra enzima que também pertence a familia das colinesterases é a BChE (EC
3.1.1.8.). Esta é relativamente abundante no plasma e tem a capacidade de hidrolisar a
acetilcolina e outras acilcolinas mas ainda nao foi descrito nenhum substrato natural para
esta enzima. A BChE tem a capacidade de metabolizar/degradar um elevado numero de
compostos com ligacdes éster, incluido pré-farmacos ésteres. Para além do plasma, esta
enzima também esta presente no cérebro, muasculos, intestinos, rins, retina e placenta
(Nicolet et al., 2003; Yang et al., 2011).
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A PON (EC 3.1.8.1.) € uma familia de hidrolases, onde se se incluem a PON1, a
PON2 e a PON3. A PONL1 é uma esterase responsavel por catalisar a hidrélise de ésteres
aromaticos e organofosfatos, enquanto a PON2 e a PON3 apresentam elevada atividade
lactonase. A PONL1 é a Unica esterase presente no plasma humano, sendo sintetizada no
figado e segregada no sangue (Draganov and La Du, 2004).

Por fim, a albumina, que também é conhecida por albumina sérica humana (ASH), é
a proteina mais abundante no plasma e a mais solivel no organismo humano. E
caracterizada por uma extraordinaria capacidade de ligacdo ao ligando, funcionando como
armazenamento e transporte de muitos compostos. Deste modo, esta influencia a
farmacocinética de muitos farmacos, torna algumas toxinas inofensivas, possibilita
modificacBes metabdlicas de alguns ligandos e € responsavel pela capacidade antioxidante
do soro humano e por manter a osmolaridade do sangue (Ascenzi and Fasano, 2010).
Alguns estudos revelaram a importancia que esta proteina tem como catalisador da reagéo
de hidrélise de véarios compostos, como ésteres, sendo o local ativo, um residuo de tirosina
(Tyr-411), responséavel pela atividade como esterase. Esse estudo também revelou a
importancia de um residuo de arginina associado a atividade como esterase (Arg-10)
(Watanabe et al., 2000). Apesar da atividade enzimatica de uma molécula de ASH ser muito
baixa, a concentracdo desta proteina € elevada pelo que esta contribui significativamente
para o metabolismo dos farmacos (Sakurai et al., 2004).

As esterases micobacterianas sdo frequentemente promiscuas, dado que tém a
capacidade de hidrolisar ésteres, tioésteres e fosfoésteres (Kuznetsova et al., 2005; Kovaci¢
et al., 2013). Nas micobactérias, a disposi¢do dos residuos cataliticos também varia, podem
estar apresentados como Ser-His-Asp, Ser-Ser-Lys, Ser-Lys, Ser-His ou Ser-Asp (LeSci¢
ASler et al., 2017).

Relativamente as esterases presentes no Mtb, a elevada atividade destas enzimas
comparativamente aos seres humanos ou mesmo a outras bactérias estd associada as
varias vias metabdlicas interligadas a estas enzimas, a capacidade de eliminar lipidos da
célula hospedeira para obter energia e a capacidade de transitar entre os estados ativo e
latente (Tallman et al., 2016). Dado que se observou que alguns inibidores inespecificos
destas enzimas, como a tetrahidrolipostatina (THL), influenciavam tanto a sobrevivéncia
como o crescimento no estado latente do Mtb, pode afirmar-se que as esterases desta
micobactéria também estdo associadas a viruléncia e a sobrevivéncia do Mth. Deste modo,
as esterases do Mtb podem ser futuramente avaliadas como possiveis alvos para a terapia
da TB (Goins et al., 2018). A maioria das esterases identificadas no Mtb pertence a familia
de proteinas a/B-hidrolases, com uma estrutura em dobra composta por oito folhas B
rodeadas por hélices a, que é caracteristica destas enzimas (Singh et al., 2010). Nesta

estrutura em dobra, existe uma serina nucleofilica que esta contida num motivo/sequéncia
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Gly-x-Ser-x-Gly (Ollis and Carr, 2009). As diferentes esterases diferem no pocket de ligacdo
ao substrato éster, que € responséavel pela especificidade de cada substrato (Lukowski et al.,
2014).

Existem dois tipos de esterases do Mtb importantes na investigacdo da terapia da
TB, as esterases que apresentam dominios prolina-glutamato (PG) e prolina-prolina-
glutamato (PPG) (Sultana et al., 2016), e as esterases ativas contra lipidos enddgenos
presentes no hospedeiro, como o triacilglicerol (Dedieu et al., 2013).

As esterases que apresentam dominios PG e PPG estéo associadas as membranas,
pelo que podem ser utilizadas no estudo de pré-farmacos, como ésteres, e no
desenvolvimento de um novo mecanismo de acéo (Larsen and Johnson, 2018). As varias
proteinas com dominios PG e PPG identificadas em Mtb estdo associadas a antigenicidade,
a regulacdo do sistema imunitério e a viruléncia do Mtb (Fishbein et al., 2015). Entre as
varias proteinas, existem oito que foram confirmadas como esterases, sendo a LipX
(Rv1169c) a que foi mais estudada. Esta desempenha um papel fundamental no
crescimento do biofilme, gera uma resposta imunoldgica e influencia os niveis de lipidios
associados a viruléncia (Singh et al., 2016).

As esterases envolvidas na captacao do triacilglicerol também podem ser estudadas
como possiveis alvos de farmacos utilizados na terapia de TB latente, uma vez que o
triacilglicerol € uma fonte de energia para o Mtb no estado latente e na reativagdo do mesmo
(Low et al., 2009; Dedieu et al., 2013). A primeira enzima, pertencente a familia das lipases,
envolvida na captacéo de triacilglicerol identificada foi a LipY (Rv3097c) (Deb et al., 2006). E
importante referir que as lipases também hidrolisam ésteres, tal como as esterases, mas
enquanto as esterases hidrolisam ésteres de cadeia curta, as lipases hidrolisam ésteres de
cadeia longa (Chahiniana and Sarda, 2009). Relativamente a LipY, observou-se que a
delecdo desta enzima interfere na degradacdo das reservas lipidicas intracelulares e
dificulta a ativagé@o do crescimento do Mtb a partir do estado dormente (Mishra et al., 2008) e
também que esta estaria envolvida na resposta imunitaria do Mtb (Singh et al., 2011).

Além das enzimas que apresentam dominios PG e PPG e as enzimas envolvidas na
captacdo do triacilglicerol, também existem outras enzimas responsaveis pela hidrolise dos
ésteres no Mtb. Dado que este trabalho foca-se no estudo de ésteres de cadeias média e
longa, é importante referir enzimas responsaveis pela hidrélise dos mesmos, como a LipV
(Rv3203) e a LipD (Rv1923). A enzima LipV (Rv3203) é um dos membros da familia Lip, tais
como a LipY e a LipD. Devido a sua sobrexpressdao em Mtb e & sua estabilidade em pH
acido, pensa-se que a LipV desempenhe um papel importante na biologia da micobactéria
em macréfagos, onde esta se encontra em stress, sob condi¢des acidicas. Esta enzima é
responsavel pela hidrolise de ésteres de cadeia média (Gurpreet Singh et al., 2014). A LipD

€ uma lipase que esta associada a sobrevivéncia do Mtb nos macréfagos, devido a
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sobrexpressdo sob condicfes de stress oxidativo e a sua atividade e a estabilidade em
condi¢cbes de elevada temperatura e de baixo pH. Esta enzima € responsavel pela hidrélise
de ésteres de cadeia longa (Gurdyal Singh et al., 2014).
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1.2.1.1.2. Hidrdlise Quimica

O outro processo de ativacdo de pré-farmacos com ligagdo éster é através da
hidrélise quimica. A reacdo de hidrélise quimica dos derivados dos pré-farmacos derivados
de acidos carboxilicos pode ocorrer através de catalise acida ou catalise basica.

No esquema representado na Figura 1.9., é possivel observar a catalise acida
especifica (a) - Figura 1.9.) que é definida como a catdlise de protdes. Neste caso, a
hidrélise catalisada por acido inicia-se com a protonacdo do grupo carbonilo, que o torna
mais suscetivel ao ataque nucleofilico. No caso da catélise acida especifica seguir pela via
a, ocorre o ataque nucleofilico da molécula de agua, levando a formacgéo do ido carbonium,
um intermediario tetraédrico. Apdés a formacdo do intermediario, segue-se a clivagem do
grupo acilo. Se a catalise acida especifica seguir pela via b, esta ocorre através de uma
reacdo de substituicdo nucleofilica 1, na presenca de acidos inorganicos concentrados.

Na Figura 1.9., também é possivel observar o mecanismo da catdlise acida geral na
hidrélise de ésteres (b) — Figura 1.9.). Neste caso, um acido AH leva ao aumento da
polaridade do grupo carbonilo, tornando o atomo de carbono do grupo carbonilo mais
eletréfilo. Esta reagcdo pode ocorrer por catalise intermolecular (b1) - Figura 1.9.) ou por
catalise intramolecular (b2) - Figura 1.9.). No caso da hidrdlise de ésteres por catalise acida,
a reacdo é reversivel porque o alcool que é libertado torna-se nucleofilico (Testa and Mayer,
2003).

a) R—C—OR
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R—|C.|‘—OR'
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] b \\§(
. .
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b1}  HpO \ bh2) H,0 \

R—C—OR’ C—OR'
d &
A—ne’ A—ne’

Figura 1.9 — a) Esquema geral do mecanismo da reacdo de hidrdlise quimica de ésteres através de
catdlise acida especifica. b) Esquema geral do mecanismo da reagdo de hidrélise quimica de ésteres
através de catalise acida geral. Adaptado de Testa and Mayer, 2003.
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No esquema representado na Figura 1.10., esta representado o mecanismo mais
comum de hidrélise de ésteres por catélise béasica, que é a catélise béasica especifica (a —
Figura 1.10.). Nesta catalise, ocorre formacdo de um intermediario tetraédrico € formado
através da adicdo do ido OH™ nucleofilico. Neste caso, o ido carboxilato formado é
desprotonado numa solugéo bésica, logo ndo é recetivo ao alcool nucleofilico, pelo que a
reacdo de catalise basica de hidrélise de ésteres € irreversivel. Na Figura 1.10. (b), esta
representado 0 mecanismo da catalise basica geral na hidrolise de ésteres, que pode
ocorrer por catalise intermolecular (bl) e por catalise intramolecular (b2). No caso da
catalise intermolecular, uma vez que o anido OH" é mais nucleofilico do que qualquer
molécula de H,O ativada por uma base, esta reacdo € impossivel de ocorrer em agua,
exceto em ésteres altamente reativos. Pelo contrario, a entropia pode facilitar a catalise
intramolecular sob condigbes baixas de anido OH’. Na Figura 1.10., também se pode
observar a via ¢, que representa a hidrélise dos ésteres catalisada por uma base através de
um ataque nucleofilico intermolecular (Figura 1.10. - c1) e intramolecular (Figura 1.10. - c2)
(Testa and Mayer, 2003).

a) “OH OH
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R—C—OR \\ _~C—0OR
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e
R—cion \\ C—OR
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o] *0

Figura 1.10 - Esquema geral do mecanismo da reacdo de hidréolise quimica de ésteres através de catalise
basica especifica (via a), de catélise basica geral (via b) e de catélise basica através de um ataque
nucleofilico intermolecular e intramolecular (via ¢). Adaptado de Testa and Mayer, 2003.

A reatividade dos derivados dos acidos carboxilicos, como os ésteres, relativamente
a um determinado nucledfilo depende da capacidade do grupo OR’ para atuar como grupo
abandonante e do poder relativo eletroatrator ou eletrodoador dos substituintes do grupo
carbonilo. Deste modo, 0s grupos substituintes eletronegativos possibilitam uma reacéo de

hidrélise mais rapida (Testa and Mayer, 2003).
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1.3. Objetivo da Dissertacao

Este trabalho teve como principal objetivo desenvolver uma nova abordagem de
obtencdo de pro-farmacos a partir de dois farmacos ativos contra Mth: a CIP e a LEV,
baseada no aumento da lipofilia dos mesmos e, consequentemente, da atividade anti-TB.

Este trabalho compreendeu a avaliacdo da estabilidade dos compostos sintetizados
na presenca de esterases humanas e micobacterianas, e a avaliacdo da atividade e da
citotoxicidade destes compostos contra Mtb Hiz;Rv. Uma vez que os derivados da CIP e da
LEV foram sintetizados com diferentes cadeias alquilicas, foi também realizada a avaliacéo
da influéncia do comprimento da cadeia na lipofilia, na estabilidade e na atividade dos

COmpostos.
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2. Resultados e Discussao dos Resultados

2.1. Sintese e Purificacdo dos Esteres

Os ésteres podem ser obtidos através de uma reacdo de sintese organica que se
designa por reacéo de esterificacdo e corresponde a reacdo de condensacdo de um acido
carboxilico com um alcool (Figura 2.1.) (Vollhardt and Schore, 2013).

O

O
)J\OH + ROH —> R)J\OR'

Figura 2.1 - Reacédo geral usada para a sintese de ésteres (Software ChemDraw).

R

O objetivo principal deste trabalho € obter pré-farmacos de duas FQ entre as
diferentes referidas anteriormente em Introduc¢é&o. As duas FQ escolhidas foram a LEV e a
CIP pois séo dois farmacos utilizados atualmente na terapia de segunda-linha (Figura 2.2.)
e poderiam ser transformadas em possiveis pro-farmacos. Para se obter estes pré-
farmacos, sintetizaram-se os ésteres destas FQ. Existem varios métodos para a sintese de
ésteres, entre 0s quais, a esterificacdo de Fisher, transesterificacdo, reacdes com cloreto de
acilo, que utiliza, por exemplo, o reagente cloreto de tionilo, reagcbes com agentes de
acoplamento, entre outras (Organic Chemistry Portal).

Neste estudo, para a sintese dos ésteres a partir das FQ referidas anteriormente,

utilizou-se o método descrito por Tehler et al., 2013, apresentado na Figura 2.3..

Figura 2.2 - Estrutura quimica base das duas FQ — CIP (a esquerda) e LEV (a direita) - utilizadas para a
sintese dos ésteres como pro-farmacos (Software ChemDraw).
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2.1.1. Método de sintese dos derivados da levofloxacina e da

ciprofloxacina

A. Método utilizado para sintese dos derivados da CIP

1. H,O:Dioxano
1,0N NaOH

2. (Boc),0

o
A
Xo\(ﬂ/o 014
3.HBTU 4. DMAP .
5. 1-Alcool; 6. DIPEA

N _
‘\N PFe \N/

N \
N— N

\
oﬁ |
\ N
e

Solvente: DCM seco

R1= Hexilo

B. Método utilizado para sintese dos derivados da LEV

1. HBTU:; 2. DMAP 3. 1-Alcool; 4. DIPEA

F [ ] @EN}‘ W b
oH N\O_<+Nf L R—OH >7NK
(\N N A N
/N\) O\/K

o O

|
Seen
P N

R = Hexilo a Hexadecilo

Solvente: DCM seco

Figura 2.3 - Esquema reacional da sintese de ésteres derivados da CIP (Método A) e de ésteres
derivados da LEV (Método B), utilizando o método descrito por Tehler, 2013 (Software ChemDraw).
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Neste método, ocorre uma reacdo denominada esterificagdo de Yamagushi, em que
se da a ativacao do acido, neste caso a CIP e a LEV, por um reagente de acoplamento, o
Hexafluorofostato 2-(1-H-Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3- tetrametiluronio (HBTU). Apos a ativagao
do acido, adicionou-se o catalisador 4-Dimetilaminopiridina (DMAP) que permite uma reacao
rapida com o alcool. Por fim, o par de eletrBes livres da N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA) —
base ndo nucleofilica - ira captar o protdo do intermediério, levando a saida do grupo
abandonante DMAP e &, consequente, formacao do éster.

Na Figura 2.4., estdo representados os mecanismos envolvidos nos varios passos
reacionais para a sintese dos ésteres da CIP. Para os ésteres da LEV, ocorreu o0 mesmo

mecanismo, exceto 0s passos de protecdo e desprotecao.

1°Passo: Reagédo de Protegdo com o grupo BOC
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Figura 2.4 - Mecanismo dos varios passos reacionais que ocorrem na sintese dos ésteres da
ciprofloxacina (Software ChemDraw).

Procedimento usado na Prote¢cdo do Grupo Amina

No caso da CIP, foi necessario um passo prévio a adicdo dos reagentes de
acoplamento e do alcool. Dado que a CIP apresenta um grupo amina livre, este foi protegido
com 0 grupo protetor terc-butiloxicarbonilo (BOC). O grupo BOC foi adicionado ao grupo

amina em condi¢des aquosas na presenca de uma base, o NaOH.
Procedimento usado na Desprotecdo do Grupo Amina

No caso da CIP, apés a formacao do éster, adicionou-se acido trifluoroacético (TFA)
para remover o grupo protetor BOC e precipitou-se o composto com éter dietilico para a
purificacdo do mesmo. No caso da LEV, estes dois passos adicionais ndo foram

necessarios, uma vez que a LEV ndo apresenta grupos amina primarios ou secundarios.

33



2.1.2. Esteres derivados da levofloxacina e ciprofloxacina

Neste trabalho foram sintetizados dez ésteres derivados da LEV e um éster derivado

da CIP. Todos os compostos sintetizados foram avaliados quanto ao rendimento e as suas

propriedades quimicas e fisicas, como o ponto de fusao.

A biblioteca de compostos derivados da LEV tem ésteres com cadeias alquilicas de

diferentes tamanhos, variando de 6 a 16 carbonos, excluindo a cadeia com 15 carbonos. No

caso da CIP, sintetizou-se o éster com cadeia de 6 carbonos. A estrutura quimica base dos

ésteres derivados das duas FQ encontra-se na Figura 2.5..

O O

Figura 2.5 - Estrutura quimica dos ésteres sintetizados da LEV (esquerda) e do éster sintetizado da CIP

(direita) (Software ChemDraw).

Quadro 2.1 - Quadro-resumo da biblioteca de ésteres sintetizados com o respetivo rendimento obtido, o
ponto de fusdo e as propriedades fisicas.

Composto R Ponto de Fuséo (°C) Rendimento (%) Descricao
1 CeHi3 195-197 88 Sélido branco
2 C/Hss 187-189 94 Solido branco
3 CgHi7 186-187 24 Solido branco
4 CyHqg 109-111 21 Sélido branco
5 CioHz1 176-178 19 Solido branco
6 Ci1Hys 133-135 31 Solido amarelo
7 CioHos 175-176 31 Solido branco
8 Ci3Hyy 124-126 43 Solido amarelo
9 Ci4Hzg 165-166 20 Solido amarelo
10 CieHas 179-181 23 Sélido branco

Composto Ry Ponto de Fuséo (°C) Rendimento (%) Descricao
11 CeHis 176-178 58 Sélido branco
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Uma das propriedades a serem estudadas apds a sintese dos compostos é o ponto
de fusdo, ou seja, a temperatura a qual um determinado composto passa do estado sélido
para o estado liquido. Este é um método simples para a determinacéo do grau de pureza de
uma dada substancia, dado que uma substancia pura ira fundir a uma temperatura bem
definida e mesmo uma pequena impureza pode aumentar o intervalo de valores de ponto de
fusdo. O intervalo de valores correspondente ao ponto de fusdo € muito pequeno para
sélidos puros, sendo entre 1 e 2 °C (Brittain, 2009). Apés a sintese dos compostos, também
se analisou o rendimento obtido, que é definido como a quantidade de produto obtido de
uma dada reacdo quimica. A percentagem de rendimento € calculada a partir do rendimento
tedrico, que € a quantidade de produto, em moles, que deveria ser obtido se o reagente
fosse todo convertido em produto, tendo por base o reagente limitante, e a partir da
guantidade pesada de produto final apos a purificacdo (Helmenstine, 2019).

A partir da LEV, foram sintetizados 10 ésteres que apresentam uma cadeia alquilica
linear, de forma a possibilitar a avaliacdo do efeito do tamanho da cadeia nas suas
propriedades. Estes compostos apresentaram rendimentos de 19% a 94%. No Quadro 2.1.,
também estao indicados os pontos de fusdo de cada um dos ésteres, observando-se que
todos apresentaram intervalos de fusdo entre 1 e 2 °C. O éster da CIP teve um rendimento
de 57,72% e também apresenta um intervalo de valor de ponto de fuséo de 2 °C.

Apesar dos valores de rendimento apresentarem uma grande variagdo, a maioria dos
compostos apresentou valores baixos, ou seja, com uma percentagem inferior a 50%. Tal
pode ser justificado pelo facto dos compostos com cadeia alquilica de 8 até 16 carbonos
necessitarem de uma segunda extracdo liquido/liquido ap6s a cromatografia de coluna,
devido a presenca de DIPEA em excesso. O éster da CIP ndo necessitou de uma segunda
extracdo. E importante referir que todas as reacdes sdo demoradas, sendo o tempo de
reacdo de 5 a 6 dias. Relativamente ao processo de purificagdo por cromatografia em
coluna, este teve que ser otimizado para os ésteres de LEV, dado que o protocolo seguido
era para aplicacdo em ésteres da CIP. Neste passo de purificagdo do composto, também se
verificou que parte deste ficava retido na silica, justificando também o baixo rendimento
obtido.

Relativamente aos pontos de fusédo, observou-se que os mesmos variavam de 109°C
a 197 °C, e que todos apresentavam apenas 1 e 2 °C de intervalo para todos os compostos
sintetizados. Dado que estes apresentaram um intervalo de ponto de fusdo entre 1 e 2 °C,
pode-se afirmar que os compostos estdo puros. Os ésteres sintetizados variam de cor
(amarelo e branco) e observou-se que ocorria degradacédo dos mesmos quando expostos a

luz solar.
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2.2. Anadlise e ldentificacdo Estrutural

Apbs a sintese dos derivados da CIP e da LEV, procedeu-se a analise e identificacdo
estrutural dos compostos através da técnica de Espetroscopia por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), para o estudo dos compostos quanto a sua estrutura molecular e a sua

pureza.

2.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Através da técnica RMN foram obtidos os espetros de protdo (*H-RMN) e carbono
(**C-RMN) em cloroférmio deuterado (CDCl;) e em metanol deuterado (MeOD). A
identificacdo dos sinais em ambos os espetros foi feita com a ajuda da analise de espetros
bidimensionais de correlacéo heteronuclear *H-'3C, o espetro de correlagdo *H-"*C a uma
ligagdo — Heteronuclear Multiple Quantum Correlation (HMQC) e o espetro de correlagédo
'H-'3C a longa distancia — Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC).

A partir dos varios espetros obtidos, que estédo representados nos Anexos 6.3., foi
possivel fazer a caracterizagcdo de cada um dos compostos sintetizados. Na Figura 2.6.
estdo representadas as estruturas quimicas base dos ésteres da LEV e da CIP. Nos
Quadros 2.2. e 2.3. estao indicados os sinais de protbes e de carbonos, em partes por

milh&o (ppm), dos compostos em estudo.

5
3 .
A
15/N\“)s (@) 2

Figura 2.6 - Estrutura quimica dos ésteres da LEV (esquerda) e da CIP com a respetiva atribuicao
quimica (Software ChemDraw).
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Quadro 2.2 - Quadro-resumo dos valores dos sinais correspondentes aos protdes dos ésteres, presentes
nos *H —RMN (s-singleto, d-dupleto, t-tripleto, g-quarteto, m-multipleto, s.a. — singleto alargado, d.a. —
dupleto alargado).

Protdes Protdes Protdes
Anel Piperazina Anel Quinolona Cadeia Alquilica Ester
Composto Co- Con Can
¢, CsCse CHs C. Cs o Cu Cr» Cor 7 CH
1 3,39 2,64 2,42 8,3 7,62 4,3 1,54 4,3 1,8 1,3 0,9
d.a. t s s d m d t m m t
2 3,36 2,59 2,39 8,25 759d 4,3 1,53 4,3 1,77 1,4 0,9
d.a. t 5 S m d t m m t
3,35 2,57 2,38 8,23 4,32 1,53 4,32 1,77 1,3 0,9
3 7,59d
d.a. t S S m d t m m t
4 3,48 2,90 2,60 8,33 7644 4,31 1,55 4,31 1,77 1,3 0,9
d.a. s.a. S s ! m d t m m t
3,33 2,51 2,31 8,23 4,32 1,53 4,32 1,76 1,3 0,9
5 7,59 d
d.a. t s S m d t m m t
3,46 2,67 2,43 8,29 4,31 1,51 4,31 1,74 1,2 0,8
6 7,63d
m s.a. S s m d t m m t
7 3,34 2,55 2,36 8,23 7,6 4,32 1,54 4,32 1,76 1,3 0,9
d.a. t S S d m d t m m t
8 3,38 2,68 2,45 8,39 7,56 4,33 1,47 4,33 1,75 1,2 0,9
d.a. s.a. S S d m d t m m t
9 3,66 3,22 2,83 8,26 7,55 4,33 1,53 4,33 1,75 1,3 0,9
S S s S d m d t m m t
10 3,34 2,55 2,36 8,24 7,61 4,33 1,54 4,33 1,77 1,3 0,9
d t 5 S d m d t m m t
Protdes Protdes . - .
Anel Piperazina Anel Quinolona Cadeia Alquilica Ester
Composto
g§ %’“’5 Ny C C C Cp Cp Cyp Cp»  Copn %3; CHs
11 341 332 341 846 788 7,31 322 124 10 4,15 163 1,24 0,8
da. da. d.a. s d d m m d.a. t m m t
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Quadro 2.3 - Quadro-resumo dos valores dos sinais correspondentes aos carbonos dos ésteres, presentes nos >C-RMN.

Carbonos Carbonos Carbonos
Anel Piperazina Anel Quinolona Cadeia Alquilica

Composto

1 564 50,9 462 1473 1103 1738 1051 1584 141,8 1552 1254 1323 1663 559 695 184 6352%22%%213% ;

65,2; 29,4; 26,1,

3 55,8 50,6 46,4 145,2 110,1 1730 106,0 1575 139,7 1542 1238 131,7 1659 54,8 68,3 18,3 293 28.9: 320

22,8, 14,2

65,2; 29,7; 26,1, 28,9; 32,0; 22,8;

5 55,8 50,6 46,5 1452 110,1 1729 1056 157,5 139,7 1542 124,1 131,7 1659 54,8 68,3 18,3 20.7: 29.5: 29.4 1472

65,2; 29,8; 26,2, 29,5; 29,5; 28,9;
29,8; 29,7; 29,5 32,1; 22,8; 14,2

7 55,9 50,7 46,5 1452 110,2 1730 1059 1575 139,7 1543 1238 1318 1660 54,8 68,3 18,3

29,7, 29,7, 29,5,
29,5; 28,9; 32,0;
22,8; 14,2

65,3; 29,8; 26,1,
29,8; 29,8; 29,8

9 549 48,1 44,4 1454 1103 1729 1054 157,0 140,38 153,8 124,0 129,7 1654 54,7 68,5 18,3

Carbonos
Anel
Composto Piperazina

Carbonos
Cadeia Alquilica

Carbonos
Anel Quinolona

11 46,8 43,3 148,4 106 1739 109,8 155 1434 106,1 123,6 138,1 165 349 8,0 8,0 65 255 285 31,3 22,4 13,7
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Através da andlise dos *H-RMN, observou-se que os desvios quimicos dos protdes
do farmacoféro dos derivados da LEV sdo muito proximos ou mesmo iguais entre 0s varios
compostos e corresponderam & atribuicdo correta ao respetivo carbono. Relativamente a
multiplicidade, esta também foi a mesma para todos os protdes exceto no anel de
piperazina, que variou para alguns compostos. Relativamente aos *C-RMN, observou-se
também que, para os vérios derivados da LEV, os carbonos também apresentaram desvios
quimicos muito semelhantes ou mesmo iguais e concordantes com estrutura da LEV. No
caso do derivado da CIP, por andlise dos respetivos *H-RMN e *C-RMN, observou-se que
0s desvios quimicos dos protdes e dos carbonos estavam corretos e corresponderam a
atribuicdo adequada na estrutura do composto.

As atribuicbes que se encontram descritas nos Quadros 2.2. e 2.3. foram possiveis
apos a analise dos espetros bidimensionais de HMQC e HMBC. Para o caso do composto 1
apresenta-se uma figura com as correlacdes que permitiram a identificacdo de alguns dos

sinais (Figura 2.7.).

A

.

%
R

Figura 2.7 - Estrutura 3D do composto 1 e principais correlagdes 'H-3C do espetro de HMBC.
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2.3. Ensaios de estabilidade dos ésteres

Os ésteres sintetizados foram estudados quanto a sua estabilidade face a reacdo de
hidrolise quimica e enzimatica, antes dos mesmos atingirem o alvo, a micobactéria. Para tal,
foram feitos ensaios de estabilidade da hidrélise dos compostos em tampéo fosfato pH=7,4
e em plasma humano. A detecdo dos compostos e dos seus metabolitos é feita através da
técnica High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Na reacao de hidrolise, os ésteres sdo convertidos no seu respetivo acido (produto),
pelo que este estudo consistiu ha analise da evolu¢do da concentracdo do éster e do acido
ao longo do tempo. Obteve-se um cromatograma para cada composto em estudo, que
indicava a area do pico do éster e do acido correspondente e o respetivo tempo de retencao.
Na analise do cromatograma, é importante garantir que os tempos de retencdo do éster e do
respetivo acido apresentam um intervalo de tempo suficiente para ser possivel distinguir os
dois picos.

Antes de comecar 0s ensaios, determinou-se o valor maximo de absor¢cdo de um
éster da LEV com 6 carbonos, da LEV, de um éster da CIP com 6 carbonos e da CIP,
através do espetrofotometro de radiacdo ultravioleta (UV), de modo a se poder ajustar o
valor do comprimento de onda no detetor de UV do HPLC. Nas Figuras 2.8. e 2.9., estdo

representados os espetros UV obtidos para cada FQ e respetivo éster estudados.

Espetro UV

|

0,8 -

0,7 -

= | evofloxacina

Absorvancia
o
(6]
1

0,4 - == Ester Levofloxacina C6

0,1 -

0 T T '
0 100 200 300 400 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 2.8 - Espetro UV obtido para os compostos LEV (azul) e éster da LEV com 6 carbonos na cadeia
alquilica (vermelho).
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Espetro UV
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= Ciprofloxacina

= Ester Ciprofloxacina C6
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Figura 2.9 - Espetro UV obtido para os compostos CIP (azul) e éster da CIP com 6 carbonos na cadeia
alquilica (vermelho).

A partir da andlise do gréfico relativo a LEV e respetivo éster com 6 carbonos na
cadeia alquilica (Figura 2.8.), observou-se que os valores de comprimento de onda
correspondentes ao maximo de absor¢cdo sdo bastante proximos, pelo que se considerou o
valor de comprimento de onda correspondente ao maximo de absorcao do éster da LEV
com 6 carbonos na cadeia alquilica de 295 nm. Os restantes derivados da LEV
apresentaram o mesmo valor do éster da LEV com cadeia alquilica de 6 carbonos. No caso
do gréfico presente na Figura 2.9., também se observou que o valor de comprimento de
onda correspondente ao maximo de absorcdo do éster da CIP era muito préximo ao do
respetivo 4cido, pelo que também se considerou o valor do comprimento de onda
correspondente ao maximo de absor¢éo do éster - 280 nm.

Previamente aos ensaios de estabilidade, também foram preparadas solugfes para
estabelecer curvas de calibracdo, que representam a correlagdo entre a concentragédo e
area de cada pico do éster/acido observado nos cromatogramas obtidos no HPLC. Para tal,
0s compostos sé@o dissolvidos em acetonitrilo (ACN) em diferentes concentragfes. Para
cada curva de calibracdo, obteve-se uma equacgéo da reta para o composto em estudo e
para cada acido correspondente, e, com esses dados, foi possivel a conversdo da area de
cada pico na respetiva concentracdo. Seguidamente, no Quadro 2.4., apresentam-se 0S
valores de declive obtidos (m) e o coeficiente de determinacéo (r?) para cada um dos
compostos. Em Anexos 6.2. estao representadas as curvas de calibracao dos ésteres da

LEV e da CIP com 6 carbonos na cadeia alquilica.
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Quadro 2.4 - Resultados obtidos das curvas de calibracdo para os dois acidos e compostos 1, 2,4,6,7 e
11, sendo que R e R; representam a férmula quimica da cadeia alquilica, m representa o declive dareta e
r2 representa o coeficiente de determinagéo.

Composto R r2 m
LEV H 9,99E-01 1,92E+11
1 CeHis 9,85E-01 1,23E+11
2 C/Hss 9,98E-01 1,55E+11
4 CoHyg 9,99E-01 1,18E+11
6 CiuiHzs 9,95E-01 1,23E+11
7 CioHos 9,90E-01 1,11E+11
Composto Ry r2 m
CIP H 9,99E-01 1,91E+11
11 CsH1s 9,99E-01 1,10E+11

Quadro 2.5 - Resultados dos valores obtidos do tempo de retencdo, em min, para os varios compostos
sintetizados e paraa LEV e CIP.

Composto R Tempo de retencdo (min)
LEV H 55
1 CeHu3z 7,1
2 C7H15 810
3 CgHy 9,3
4 CoHyo 10,6
5 CioH21 12,9
6 Ci1Hos 14,0
7 CioHzs 17,0
8 CizHy7 9,9*%
9 Ci4H29 12,3*
10 Ci6Hss 19,0*
Composto R; Tempo de retengdo (min)
CIP H 55
11 CeHis 7,5

No Quadro 2.5., encontram-se os valores de tempo de retengdo para cada um dos
compostos sintetizados e para os dois acidos estudados. Em relacdo aos tempos de
retencdo obtidos para cada composto, observou-se que o0 tempo correspondente ao éster
aumentava com o aumento do numero de carbonos da cadeia alquilica. Sendo assim, para
o estudo dos ésteres com cadeia alquilica entre 6 e 12 carbonos, usou-se uma coluna
LiChroCART R250-4 HPLC Cartridge LiChrospher® 100 reversed phase RP-8 (5 pm)

MERCK e, para analisar os ésteres com mais de 12 carbonos na cadeia alquilica, utilizou-se
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uma coluna mais pequena, LIChroCART R125-4 HPLC Cartridge LiChrospher® 100 reversed
phase RP-8 (5 um), justificando os valores mais baixos observados (*).
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2.3.1. Ensaios de estabilidade em tampé&o fosfato pH 7,4

Com o objetivo de avaliar o impacto da hidrélise quimica na velocidade de hidrélise
dos compostos em plasma humano e a estabilidade quimica dos ésteres, realizaram-se
ensaios de estabilidade em tampdo fosfato pH 7,4. Dado que a conversao do éster no 4cido
€ quantitativamente equivalente, esta reagéo pode ser seguida tanto pela formacao do acido
como pela diminuigéo do éster.

Durante a andlise dos cromatogramas obtidos em HPLC, observou-se que, ao longo
do tempo de ensaio, 0 pico correspondente ao acido aumentava muito pouco, dificultando a
medida da area do mesmo. Deste modo, para quantificar a hidrélise observada, calculou-se
a percentagem de degradacéo de éster para cada composto. A formula utilizada encontra-se
em Anexos 6.1.. Apdés a andlise do Quadro 2.6., observou-se que a percentagem de
degradacdo para os compostos sintetizados foi reduzida, ndo tendo ocorrido hidrélise a
partir do éster com 12 carbonos. Sendo assim, ndo foram calculadas as constantes de
pseudo-primeira ordem (kqops) € 0S tempos de semi-vida (t1,). Apenas se compararam 0S

resultados tendo em conta a percentagem de degradagéo do éster.

Quadro 2.6 - Resultados obtidos dos valores de percentagem de degradacédo do éster, ao fim de 14 dias,
em ensaio de estabilidade quimica, em tampé&o fosfato pH 7,4.

Composto R Degradac&o do Ester (%)
1 CeHis 2,96
2 C/His 1,42
3 CgHi7 1,23
4 CoH1g 0,55
5 CioH21 0,46
6 C11H23 0119
7 CioHos 0
8 CisHy7 0
9 CiaH29 0
10 CieHas 0
Composto Ry Degradac&o do Ester (%)
11 CeH13 1,15

Relativamente aos ésteres da LEV (1-10), observou-se que havia uma tendéncia
para a diminuicdo da percentagem de degradacédo do éster com 0 aumento no nimero de
carbonos na cadeia alquilica. Assim, conclui-se que € mais dificil ocorrer hidrélise nos

ésteres com cadeias mais longas. Comparando as duas FQ, apesar da reduzida diferenca
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de percentagens, observou-se que o éster da LEV com 6 carbonos (1) é menos estavel a
hidrélise do que o mesmo éster da CIP (11). No geral, este estudo permitiu afirmar que
todos os compostos sintetizados sdo muito estaveis a hidrolise quimica a pH fisiologico.
Apesar da pouca reprodutibilidade dos cromatogramas obtidos no HPLC
correspondentes ao &cido em alguns compostos, foi possivel obter as concentracdes
correspondentes de éster e de acido de cada composto, a partir das curvas de calibracdo
obtidas. Na Figura 2.10., encontra-se representado um gréfico que mostra um exemplo da
variacdo da concentracdo do éster — éster da LEV com a cadeia alquilica com 8 carbonos -

e do acido correspondente, ao longo de 336 h de hidrolise quimica.

Estabilidade Quimica (composto 3)
6,00E-05

5,00E-05 -

4,00E-05

3,00E-05

2 00E-05 Ester

=== Acido

Concentracéo (M)

1,00E-05

0,00E+00 T T T T T O
0 50 100 150 200 250 300 350 400

t(h)

Figura 2.10 - Variacdo da concentracédo de éster e acido durante o ensaio de tampdao fosfato (pH = 7,4,
T=37 °C) do composto 3.

Neste exemplo, pode-se observar que s6 foi detetada uma concentragéo de acido ao
fim de duas semanas de hidrélise, pelo que se pode concluir que a taxa de degradacgéo do
éster foi muito reduzida, ou seja, 0 composto 3 é muito estavel a hidrdélise quimica, a 37 °C,
em tampéao fosfato pH 7,4. A partir da analise das retas correspondentes aos varios ésteres,
nem sempre foi possivel observar uma tendéncia decrescente de concentracdo ao longo do
tempo devido a dispersdo dos valores obtidos para as areas dos picos correspondentes ao
éster. Tal pode ser justificado pelo ensaio ser constituido maioritariamente por solucéo
phosphate buffered saline (PBS), dificultando assim a solubilidade dos compostos. No
entanto, é possivel observar que hd uma diferenca entre a concentracédo inicial e final, pelo

gue se pode concluir que ocorreu degradacédo ou precipitacdo do éster.
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2.3.2. Ensaios de estabilidade em plasma humano

O estudo da estabilidade dos compostos em plasma humano € importante para
avaliar se os pré-farmacos em estudo ndo sofrem degradacdo pelas enzimas presentes no
plasma antes de atingir o alvo pretendido — Mtb —, para assim poderem ser hidrolisados
pelas esterases micobacterianas. Deste modo, foram feitos ensaios de estabilidade
enzimatica para todos os compostos em estudo, num periodo de 72 h. Uma vez que é dificil
garantir que o plasma humano mantém a sua atividade durante incubacdes longas, o
periodo de 72 h de incubacao néo foi excedido.

Tal como nos ensaios de estabilidade quimica, a conversdo do éster no &cido é
quantitativamente equivalente, pelo que a reacdo de hidrélise que ocorre nestes ensaios
pode ser seguida pela formacédo do &cido ou pela diminuicdo do éster. De modo a quantificar
a hidrélise enzimatica que ocorreu para cada um dos compostos, calculou-se a percentagem
de degradacdo de cada éster. No Quadro 2.7., estdo apresentados todos os valores de

percentagem de degradacado do éster para cada um dos compostos em estudo.

Quadro 2.7 - Resultados obtidos dos valores de percentagem de degradac¢éo do éster, ao fim de 72 h, em
plasma humano.

Composto R Degradagéo do Ester (%)

1 CeH1s 6,90

2 C7H1s 10,82

3 CsHi7 8,33

4 CoHio 5,06

5 CioH21 2,46

6 CuHazs 2,25

7 CioHos 0,37

8 CisHy7 0,35

9 Ci4H2g 0,32

10 CieHss 0,24
Composto Ry Degradac&o do Ester (%)

11 CeHis 4,47
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Uma vez que as taxas de degradacdo apresentam valores muito reduzidos, ndo
foram calculadas as kqps € 0S ti, € apenas se compararam 0s resultados tendo em conta
estes valores. ApGs a analise do quadro anterior, observou-se que a percentagem de
degradacédo do éster foi reduzida e diminui a medida que o nimero de carbonos da cadeia
alquilica aumenta, no caso dos ésteres da LEV, exceto para o composto 1, com cadeia
alquilica de 6 carbonos. Este composto teve percentagem inferior a percentagem dos
compostos 2 e 3. Através da comparacao das duas FQ com uma cadeia alquilica de 6
carbonos, é possivel observar que o éster da LEV apresenta um valor de percentagem de
degradacédo superior ao da CIP, pelo que o éster derivado da CIP é mais estavel a acao
hidrolitica das proteinas presentes no plasma do que o éster derivado da LEV. Estes
resultados de estabilidade em condicbes de 80% de plasma humano em tampao fosfato pH
7,4, mostram que todos os compostos sdo muito estaveis a hidrélise provocada pelas
enzimas do plasma.

Neste estudo, também foi possivel calcular os valores de concentragéo para o éster
e para 0 acido através das curvas de calibracdo. Na Figura 2.11. esta representado um
gréfico que mostra um exemplo da variagao da concentracdo do éster, que neste caso é o
éster da LEV com a cadeia alquilica com 8 carbonos, e do acido correspondente, ao longo
das 72 h da reacao de hidrolise enzimatica.

Estabilidade Enzimatica (composto 3)
6,00E-05
5,00E-05

4,00E-05

3,00E-05

g Ester
2,00E-05

== Acido

Concentragéo (M)

1,00E-05
—1]
0,00E+00 B el i : . .
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t(h)

Figura 2.11 - Variagdo da concentracdo de éster e acido durante o ensaio de plasma humano do
composto 3.

No caso do composto derivado da LEV com a cadeia alquilica com 8 carbonos,
detetou-se formagéo de acido 5 h apds o inicio do ensaio. A partir da andlise das retas do
éster e do &cido, observou-se que houve uma reducdo de concentracdo de éster e um
aumento da concentracdo do acido ao longo do tempo, pelo que se pode afirmar que o
composto sofreu alguma degradacdo ou precipitacdo, nas condicbes em que 0S ensaios
foram realizados.
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2.3.3. Relacéao entre estabilidade quimica e enzimatica

Para os compostos em estudo, ndo foi possivel relacionar os valores de
percentagem de degradacdo entre 0s ensaios de estabilidade quimica e os ensaios de
estabilidade enzimatica porque ndo se observou degradagdo dos compostos por hidrélise
guimica em t=72 h. Tal significa que a degradacéo observada em plasma se deve apenas a
hidrolise enzimatica. Apesar dos compostos serem muito estaveis em ambos 0s ensaios,
observou-se maior percentagem de degradacao dos ésteres em plasma humano.

Este estudo permitiu concluir que todos o0s compostos sintetizados sdo muito
estaveis. Estes resultados sdo promissores, dado que é expectavel que estes compostos
atuem nos macroéfagos infetados com Mtb, sem que sofram degradacao no plasma antes de
atingir o alvo.
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2.4. Ensaios de atividade in vitro

Com o intuito de avaliar se os derivados sintetizados das duas FQ inibiam o
crescimento ou se levavam a morte do Mtb, foram feitos ensaios de atividade in vitro,
utilizando a estirpe Mtb Hs;Rv. Os resultados dos ensaios de atividade estdo representados
em Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e em Concentracéo Bactericida Minima (CBM), em
MM, no Quadro 2.8..

Quadro 2.8 - Resultados obtidos dos ensaios de atividade in vitro, em Mtb Hs7Rv, dos valores obtidos de
CIM em pM e dos valores obtidos de CBM em puM.

Compostos R CIM (uM) CBM (um)
LEV H 0,69 1,38
1 CeHis 5,61 11,22
2 C/Hss 5,44 10,88
3 CgHy7 5,28 10,56
4 CoHio 10,25 20,51
5 CioH21 19,94 39,87
6 Ci1Has 38,79 77,57
7 CioHos 18,88 75,52
8 Ci3H2; 36,78 294,27
9 Ci4H2o 35,86 71,71
10 CieHas 273,14 >273,14
Compostos R, CIM (uMm) CBM (uUM)
CIP H <3,77 <3,77
11 CeHis 48,13 48,13
INH (Controlo Positivo) - 0,44 0,44
DMSO (Controlo Negativo) - 2047,87 2047,87

No Quadro 2.8., encontram-se os valores de atividade antimicobacteriana em CIM e
em CBM para todos 0s compostos sintetizados, para as duas FQ e para os controlos usados
no ensaio. Relativamente aos compostos derivados da LEV, os resultados dos ensaios de
atividade in vitro mostram que os compostos que obtiveram menores valores de CIM foram
0s ésteres com 0 menor nimero de carbonos na cadeia alquilica, ou seja, os compostos 1, 2
e 3, com 6, 7 e 8 carbonos na cadeia alquilica, respetivamente. A partir do composto 3, 0s
valores de CIM aumentaram com o aumento do comprimento da cadeia alquilica, até ao
composto 6, e depois manteve-se, exceto para o composto 10. O composto derivado da
LEV com menor atividade antimicobacteriana foi o composto 10, com 16 carbonos na cadeia
alquilica. Este valor pode ser provavelmente devido ao composto ser hidrofobico, pelo que,

consequentemente, é de dificil dissolugéo e dispersdo do meio de cultura bacteriana. Deste
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modo, pode-se afirmar que os compostos que mais inibem o crescimento das micobactérias
sdo os compostos 1, 2 e 3. Estes compostos sdo 0s que apresentam valores mais proximos
da CIP, LEV e da INH, farmacos ja utilizados no mercado farmacéutico. Comparando os
compostos 1 (derivado da LEV) e 11 (derivado da CIP), observou-se que o éster da LEV
apresentava maior atividade inibitéria do que o derivado da CIP. Neste estudo, a CIP
apresentou valor de CIM inferior a 3,77 uM e a LEV apresentou valor de CIM de 0,69 pM,
como seria esperado, pois na literatura o valor de CIM para a CIP € de 0,76 uM e para a
LEV é de 0,69 uM (Angeby et al., 2010).

Em relacdo aos resultados de CBM, os compostos que mostraram apresentar maior
atividade foram os compostos 1, 2 e 3, sendo que os valores obtidos sdo muito préximos
entre si. Tal como para a CIM, estes também foram os trés compostos que apresentaram
valores mais proximos dos valores obtidos para a CIP e para a LEV. Neste estudo, os
compostos que mostraram ser menos ativos foram os compostos 8 e 10, que apresentam
uma longa cadeia alquilica, podendo ser justificado pela pouca solubilidade dos mesmos.
Em relacé@o aos dois ésteres das duas FQ, mostrou-se, mais uma vez, que 0 composto mais
ativo era o éster da LEV (1). Sendo assim, pode-se concluir que os compostos derivados da
LEV com menor comprimento da cadeia alquilica, com 6, 7 e 8 carbonos, sdo 0s compostos
mais ativos, dado necessitarem de uma menor concentracao para eliminar a bactéria em
estudo.

A partir dos valores obtidos de CIM e de CBM, também se pode classificar a agao
dos compostos sintetizados como sendo bactericida ou bacteriostatica. Teoricamente, o
valor correspondente a CBM s6 pode ser igual ou superior ao valor correspondente a CIM,
caso contrario, € possivel ter ocorrido erros na execu¢cdo dos ensaios. Neste estudo,
observou-se que todos os compostos apresentavam valores de CBM iguais ou superiores
aos valores de CIM, pelo que se pode afirmar que o0s ensaios foram realizados de forma
adequada. Relativamente a classificagdo dos compostos, se os valores obtidos de CIM e de
CBM forem iguais ou préximos, tal indica que o composto € bactericida porque a
concentracdo que inibe o crescimento € a mesma que provoca a morte bacteriana. Se os
valores obtidos de CIM e de CBM forem muito afastados, a concentracdo que inibe o
crescimento nao tem efeito na viabilidade bacteriana, pelo que o efeito observado é
bacteriostético. Neste estudo, observou-se que todos os compostos, exceto os compostos 7
e 8, sdo compostos bactericidas e os compostos 7 e 8 sdo classificados como
bacteriostéticos.

Em conclusdo, pode-se afirmar que os compostos derivados da LEV 1, 2 e 3 séo

ativos em Mtb.
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2.5. Relacao Estrutura-Atividade/Estabilidade

A lipofilia € uma propriedade fisico-quimica fundamental na descoberta e desenho de
farmacos (Leeson and Springthorpe, 2007). Deste modo, os compostos candidatos a
farmacos, normalmente, sdo selecionados de acordo com o valor de logP, que representa a
lipofilia. Tal acontece porque a lipofilia é uma propriedade que desempenha um papel crucial
na determinacdo das caracteristicas de Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade (ADMET) (Arnott and Planey, 2012).

Neste estudo, foram utilizados ésteres, conhecidos como moléculas lipofilicas, como
possiveis pro-farmacos. Tendo em conta o que foi referido anteriormente na Introducao
relativamente a lipofilia, procedeu-se a analise da mesma e da sua influéncia na atividade e
na estabilidade em plasma, através de um estudo de relacdo estrutura-atividade/estabilidade
dos compostos.

Para os &cidos — LEV e CIP — obtiveram-se também os valores de pKa, que
representa a acidez dos acidos fracos.

No Quadro 2.9., apresentam-se o0s valores obtidos de logP, os valores de pKa
calculados para os &cidos, e os resultados dos ensaios de atividade e de estabilidade em
plasma humano para cada um dos compostos sintetizados. A estrutura quimica dos acidos
estd representada na Figura 2.12., em que estdo indicadas as posicdes em que ocorre

protonacao a um determinado pH.

0 O O

L OB FORS

Figura 2.12 - Representacdo da estrutura quimica da CIP (esquerda) e da LEV (direita) com os respetivos
valores de pKa.
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Quadro 2.9 - Resultados obtidos dos valores de pKa para os acidos estudados, dos valores de logP
calculados e de pCIM para todos os compostos e os valores de percentagem de degradagado dos ésteres
sintetizados.

Compostos R pKa; pKa, logPcc pCIM  Degradacéo (%)
LEV H 6,24 - 1,79 0,16 -
1 CeHiz 4,74 -0,75 6,90
2 C/Hys 5,33 -0,74 10,82
3 CgHy7 577 -0,72 8,33
4 CoHio 6,13 -1,01 5,06
5 CioH21 6,50 -1,30 2,46
6 s ) 6,86  -1,59 2,25
7 CioHos 7,20 -1,28 0,37
8 CizHy7 7,54 -1,57 0,35
9 Ci4H2g 7,80 -1,56 0,32
10 CieHas 8,38 -2,44 0,24
Compostos R, pKa; pKa, logP.c pCIM Degradacéao (%)
CIP H 5,90 8,60 0,96 -0,58 -
11 CeH1z - 8,50 3,41 -1,68 4,47

Apoés a analise do Quadro 2.9., observou-se que o acido CIP apresenta dois valores
de pKa (pKa; do grupo do &cido carboxilico e pKa, do N do anel piperazina), enquanto o
acido LEV apresenta apenas um valor de pKa correspondente ao grupo do acido
carboxilico. Relativamente aos ésteres, apenas foi possivel obter o valor do pKa, do éster da
CIP, de 8,50. Assim, neste estudo, apenas se pode observar que o acido fraco CIP é mais
ativo do que respetivo éster, que apresenta valor de pKa, inferior.

Com o intuito de analisar as relagBes entre as varias propriedades apresentadas no
Quadro 2.9., representou-se graficamente as mesmas, utilizando o valor de logP que

representa a lipofilia, o valor de pCIM para a atividade inibitéria, que se traduz pela férmula
Iog(C:—M), e o valor de percentagem de degradacdo dos ésteres para representar a

estabilidade dos ésteres em plasma.

Com o objetivo de analisar a influéncia da variagdo do numero de carbonos da
cadeia alquilica do éster, focou-se apenas na biblioteca de compostos derivados da LEV.
Deste modo, nas Figuras 2.13., 2.14. e 2.15. estdo representadas as relagbes entre o
namero de carbonos da cadeia alquilica e a lipofilia, entre o comprimento da cadeia alquilica
e a atividade inibitoria, e entre o nimero de carbonos da cadeia alquilica e a estabilidade
dos derivados da LEV em plasma. Seguidamente, pretendia-se avaliar a influéncia da
lipofilia de todos os compostos derivados da CIP e da LEV na atividade inibitéria e na

estabilidade em plasma, bem como comparar os derivados das duas FQ. Para tal,
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representaram-se as correlagdes entre a lipofilia de todos compostos e a atividade inibitoria
dos mesmos, e entre a lipofilia de todos os ésteres sintetizados e a estabilidade dos

mesmos em plasma (Figuras 2.16. e 2.17.).

Relacéao entre lipofilia e comprimento da cadeia alquilica dos
derivados da levofloxacina
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N° de carbonos da cadeia alquilica

Figura 2.13 - Representacdo gréafica da relagdo entre a lipofilia (logP) dos derivados da LEV e o nimero
de carbonos da cadeia alquilica.

Na Figura 2.13., esta representada a correlagdo entre a lipofilia dos ésteres
derivados da LEV e o nimero de carbonos da cadeia alquilica. E possivel observar uma
correlacéo linear, dado que o valor de logP aumenta com o aumento do comprimento da
cadeia alquilica, como seria esperado (Pop et al., 2004). Dado que se obteve uma relacdo
linear, também esta representada a linha de tendéncia e a equagéo da reta na Figura 2.13..
N&o sendo um éster, a LEV ndo se encontra graficamente representada, todavia, observar-
se-ia 0 mesmo comportamento.

Como foi referido anteriormente, podera ser importante que 0os compostos em estudo
sejam mais lipofilicos do que o respetivo acido, pelo que devem apresentar valores de logP
superiores ao da LEV. No gréafico presente na Figura 2.13., é possivel observar que gquanto
maior o comprimento da cadeia alquilica, mais lipofilicos sédo os compostos, pelo que o valor
de logP é maior. Conclui-se, entdo, que os compostos sintetizados sao mais lipofilicos do

que o acido correspondente.

53



Relacao entre o comprimento da cadeia alquilica e a atividade
inibitoria dos derivados da levofloxacina

0 2 4 6 8 10 12 14 16
N°de carbonos da cadeia alquilica

Figura 2.14 - Representacdo gréafica da relacdo entre o nimero de carbonos da cadeia alquilica e a

atividade inibitéria (pCIM).

Na Figura 2.14., é possivel observar a correlacdo entre o comprimento da cadeia
alquilica dos ésteres da LEV e a atividade inibitoria em Mtb. Nesta representacéo gréfica,
observou-se que o0 aumento do nimero de carbonos da cadeia alquilica para os ésteres da
LEV leva a uma diminuicdo da atividade inibitéria. Também se verificou que entre os
compostos com 6 e 8 carbonos e para 0s compostos com 10, 13 e 14 carbonos, a atividade

inibitéria manteve-se, sendo que os mais ativos foram os de cadeia mais curta (6, 7 e 8
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carbonos).
Relacdo entre o comprimento da cadeia alquilicae a
estabilidade em plasma dos derivados da levofloxacina
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Figura 2.15 - Representacéo gréfica da relagcdo entre o numero de carbonos da cadeia alquilica e a

estabilidade em plasma (%Degradac¢éo).
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Por analise do grafico presente na Figura 2.15., observou-se que a percentagem de
degradacgédo do éster no plasma diminui com o aumento do comprimento da cadeia alquilica
dos ésteres derivados da LEV. Verificou-se, entdo, que os compostos mais estaveis em
plasma, ou seja, com menor percentagem de degradacdo, sdo os compostos com 0 maior
namero de carbonos na cadeia alquilica - com 12, 13, 14 e 16 carbonos.

De seguida, estudou-se a influéncia de uma das principais caracteristicas dos

compostos sintetizados, a lipofilia, na atividade e na estabilidade em plasma dos compostos.

Relacéo entre lipofilia e atividade inibitoria dos compostos
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Figura 2.16 - Representacdo grafica da relagdo entre a lipofilia (logP) dos varios compostos
sintetizados, da LEV e da CIP e a atividade inibitéria (pCIM).

No gréfico presente na Figura 2.16., pode-se observar que, em relagdo aos ésteres
da LEV, o aumento da lipofilia leva a uma diminuigdo da atividade inibitéria exceto para os
compostos 1, 2, 3 e 6, 8 e 9, em que a atividade se manteve. Também se demonstrou, a
semelhanca do representado na Figura 2.14., que os compostos menos lipofilicos (1, 2 e 3)
sdo 0s mais ativos. Esta correlacdo entre a lipofilia dos compostos e a atividade inibitéria era
expectavel, uma vez que os valores de logP variam linearmente com o comprimento da
cadeia. Relativamente ao éster da CIP (11), observou-se que este apresenta menor valor de
logP do que o mesmo éster da LEV (1) e é menos ativo, no entanto, como se observou no

caso da LEV, também é mais lipofilico do que o respetivo acido.
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Relacéo entre lipofilia e estabilidade em plasma dos ésteres
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Figura 2.17 - Representacéo grafica da relacdo entre a lipofilia (logP) dos varios compostos sintetizados
e a estabilidade em plasma (%Degradagao).

Por analise a Figura 2.17., pode-se afirmar que o aumento da lipofilia dos derivados
da LEV levou a reducdo da percentagem de degradacdo dos mesmos em plasma, exceto
para o composto 1. A semelhanca do observado na Figura 2.15., também se verificou que
0Ss compostos mais estaveis em plasma (7, 8, 9 e 10) sdo os mais lipofilicos. Este
comportamento era expectavel, uma vez que os valores de logP variam linearmente com o
comprimento da cadeia alquilica dos ésteres.

Concluiu-se, entdo, que os ésteres da LEV mais lipofilicos sdo os mais estaveis em
plasma, uma vez que sdo os mais dificeis de hidrolisar. O éster da CIP com cadeia alquilica
com 6 carbonos (11), apesar de ser menos lipofilico do que o mesmo éster da LEV (1), é

mais estavel em plasma.

A partir do estudo da relacao estrutura-atividade/estabilidade, conclui-se que, para 0s
ésteres sintetizados a partir da LEV, existe uma linearidade entre a lipofilia e o nimero de
carbonos presentes na cadeia alquilica, pelo que os ésteres mais lipofilicos apresentam
maior comprimento da cadeia alquilica. Dado que um dos objetivos da sintese de proé-
farmacos seria aumentar a lipofilia do respetivo farmaco (acido), pode-se afirmar que este
objetivo foi cumprido.

Relativamente a atividade inibitéria, os compostos que demonstraram ser mais ativos
em Mtb Hs;Rv foram os compostos 1, 2 e 3, que apresentaram menor comprimento da
cadeia alquilica e menor valor de logP da biblioteca de compostos sintetizados. Assim, neste
estudo, observou-se que os compostos sintetizados que demonstraram ser menos lipofilicos
foram os mais ativos na micobactéria. Tal pode ser justificado pelo facto dos compostos

mais lipofilicos, ou seja, com maior comprimento da cadeia alquilica, poderem ser os menos
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soluveis em meio de cultura bacteriana. No caso do estudo de comparacdo entre as duas
FQ, observou-se que o éster com 6 carbonos sintetizado a partir da LEV apresentou maior
atividade inibitéria na micobactéria, apesar de ser mais lipofilico do que o mesmo éster
derivado da CIP.

De modo a garantir a absorgéo oral e a circulagdo dos compostos no plasma, estes
ndo devem apresentar um valor muito elevado de logP, sendo que devem ser inferiores a 5
(Bhal, 2007). Neste caso, 0os compostos que apresentaram valores de logP inferiores a 5
foram os compostos 1 e 11, sendo o composto 1 um dos mais ativos. Também é importante
referir que os compostos 2 e 3, que também pertencem aos compostos mais ativos,
apresentaram valores de logP proximos de 5. Deste modo, pode-se afirmar que 0 composto
1 é um composto promissor dada a sua atividade e o seu valor de logP ideal que,
teoricamente, permitird que o composto seja bem absorvido oralmente e circule no plasma
eficientemente.

No estudo da estabilidade dos ésteres em plasma, observou-se que os compostos
mais lipofilicos apresentavam menor percentagem de degradagdo, pelo que sdo mais
estaveis em plasma. Este resultado mostra que, neste caso, o0 aumento da lipofilia dos
compostos dificultou a sua hidrélise pelas esterases do plasma. O éster da CIP com cadeia
alquilica de 6 carbonos, apesar de ser menos lipofilico do que o éster da LEV, é mais
estavel em plasma.

Em suma, tendo em conta as varias propriedades dos compostos que foram
estudadas, é possivel afirmar que os compostos 1, 2 e 3, com 6, 7 e 8 carbonos na cadeia
alquilica do éster respetivamente, foram os que mostraram resultados mais promissores
para aplicacdo na terapia da TB. Estes ésteres, como possiveis pré-farmacos, apresentaram
valores de logP superiores ao do respetivo acido, o farmaco comercializado LEV pelo que
sdo mais lipofilicos, logo poderdo entrar mais facilmente na micobactéria (Kawakami et al.,
2000). Relativamente ao ultimo estudo, estes trés compostos, apesar de serem 0S menos
estaveis da biblioteca de compostos, apresentaram uma percentagem de degradacao muito
baixa (entre 6 a 10%). Esta é uma vantagem tanto na aplicagdo como pro-farmaco como
podera ser para farmaco, uma vez que € crucial que estes ndo sofram degradacdo antes de

atingirem o alvo.
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2.6. Ativacdo de pro-farmacos em homogenatos de
Mycobacterium smegmatis

Um dos principais objetivos deste trabalho era avaliar se os compostos sintetizados
poderiam ser possiveis pro-fArmacos e, para tal, deve ser estudada a capacidade das
enzimas alvo de hidrolisarem os compostos, para 0s mesmos serem considerados como tal.
Anteriormente, observou-se que 0S compostos apresentavam uma baixa degradacdo em
plasma humano, pelo que o composto permanecera intacto até atingir o alvo. Deste modo,
para o fArmaco poder atuar na micobactéria, é necessario que este fique ativo, pelo que tera
passar por um processo de biotransformacdo. A alternativa possivel para ocorrer esta
biotransformacéo seria a ativacdo destes pro-farmacos pelas esterases micobacterianas,
pelo que procedeu-se aos ensaios de ativacdo de alguns compostos sintetizados em
homogenatos de Mycobacterium smegmatis (M.smegmatis).

Antes da preparacdo dos ensaios, testou-se a atividade dos homogenatos da
micobactéria utilizando o benzoato de etilo como substrato padrdo, que apresentou um ty;,
de 6,726+0,252 min.

Estes ensaios foram feitos apenas para trés compostos, um éster de LEV de cadeia
alquilica mais curta, com 6 carbonos na cadeia alquilica, um éster de LEV de cadeia
alquilica mais longa, com 12 carbonos na cadeia alquilica, e o éster derivado da CIP num
tempo de 48 h. Os resultados mostraram que nenhum dos compostos sofreu qualquer tipo
de degradacédo, pelo que se concluiu que estes compostos ndo seriam ativados pelas
esterases micobacterianas.

Por andlise dos resultados de estabilidade, observou-se que os compostos sao
estaveis na presenca das esterases micobacterianas e das esterases do plasma, pelo que
estes ndo serdo ativados por nenhuma destas enzimas até atingir o alvo pretendido, nem
mesmo no proprio alvo. Deste modo, estes compostos ndo passam pelo processo de
biotransformacéo para poderem atuar no Mtb. Dado que o objetivo principal do trabalho era
a avaliacdo dos compostos sintetizados como possiveis pré-farmacos, pode-se concluir que

estes compostos ndo deverdo ser estudados como pré-farmacos mas sim como farmacos.
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2.7. Ensaios de citotoxicidade em macrofagos THP-1

Com o intuito de avaliar a possibilidade dos derivados da LEV e da CIP serem
estudados como farmacos, dado que alguns destes mostraram ser ativos em Mtb Hs;Rv,
realizaram-se ensaios de citotoxicidade para avaliar o impacto dos mesmos em células
humanas.

No Quadro 2.10., estdo apresentados os valores de concentracéo letal a 50% (CLs),
em pg/mL e em pM, de CIM em puM e da raz&o entre os valores de CLs, € de CIM, para os
varios ésteres estudados, para a LEV e a CIP e para os controlos positivo e negativo.

Quadro 2.10 - Resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade, representados por CLso, em pg/mL e em
UM, dos ensaios de atividade, representados por CIM, em pM e da razdo entre os valores de ClLs e de
CIM.

Compostos R CLso (Mg/mL) 8[\;; (C;II\I)I/I) CIM/CL50
LEV H 121,01 334,87 0,69 0,002
1 CeHis 24,49 54,96 5,61 0,102
2 C/Hss 10,95 23,83 5,44 0,228
3 CgH17 6,55 13,84 5,28 0,381
4 CoHag 4,74 9,71 10,25 1,055
5 CioH21 3,17 6,31 19,94 3,157
6 CiiHzs 6,40 12,42 38,79 3,122
7 CioHos 4,99 9,43 18,88 2,002
8 Ci3H2; 6,62 12,18 36,78 3,019
9 C14H2g 3,24 5,81 35,86 6,172
10 CieHas 88,96 151,86 273,14 1,799
Compostos R, CLso (ug/mL) 8;\;3 (c|:1||\,>l/|) CIM/CLSO
CIP H 196,81 593,99 <3,77 0,006
11 CeH1z 6,19 14,90 48,13 3,229
Puromicina (Controlo Positivo) - 1 7,29 - -
DMSO (Controlo Negativo) - 114 1459,11 - -

Ao analisar o Quadro 2.10., observou-se que, dentro da biblioteca de compostos
derivados da LEV, os compostos que apresentaram maior valor de CLs, foram 0s compostos
1, 2 e 10. O valor elevado que se observou para o composto 10 pode dever-se a pouca
solubilidade, pelo que apenas se consideraram 0s compostos 1 € 2 como 0S menos toxicos.
No caso da CIP, observou-se que o éster da mesma apresentou valor de CLso proximo aos
dos derivados da LEV de maior citotoxicidade.

Um pardmetro a ter em conta na identificacdo de um perfil seguranca-eficacia
equilibrado de possiveis candidatos a farmacos é o indice terapéutico, que € definido como
a razdo entre a maior exposicdo ao farmaco que resulta em nenhuma toxicidade e a

exposi¢cdo que resulta na eficacia desejada (Muller and Milton, 2012). Deste modo, por
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andlise dos ensaios de citotoxicidade, pode-se concluir que o composto que é considerado
menos toxico € o composto 1, dada a diferenca consideravel entre os valores de CLso e de
CIM, que é assumida como sendo a dose efetiva, e ao facto do valor da razéo entre CIM e
CLso ser 0 mais reduzido comparativamente com 0s outros ésteres.

Os ensaios de citotoxicidade revelaram que os compostos sintetizados sdo mais
toxicos do que os respetivos &cidos. Tendo sido sintetizados como co-farmacos, estes séo
constituidos por dois grupos farmacologicamente ativos acoplados numa Unica molécula, o
farmacoféro que € a LEV ou a CIP, e o alcool. Ambos apresentam valores de CLsy elevados,
pelo que a citotoxicidade destes compostos ndo se deve a presenca de nenhum dos dois
grupos em especifico (Pires et al., 2015). Deste modo, para otimizacdo dos compostos, €
importante que, futuramente, se avalie de que modo € que estes atuam nas células
humanas.
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3. Parte Experimental

3.1. Sintese e Purificacio dos Esteres

3.1.1. Procedimento de Protecdo e Desprotecdo do Grupo

Amina

Para o passo de protecdo do grupo amina, dissolveu-se 6,0 mmol de CIP em 5 mL
de agua:dioxano (1:1) contendo 1,20 mL de uma solucdo de NaOH (1,0 N), num baldo de
fundo redondo. De seguida, adicionou-se 9,2 mmol do grupo BOC. A reacdo ficou em
agitacdo, a temperatura ambiente, sob atmosfera inerte. Apds a reagédo ter finalizado, o
dioxano foi evaporado no rotavapor e adicionou-se 3,78 mL de acetona. O produto sélido foi
filtrado e lavado com acetona.

Para o passo de desprotecdo do grupo amina, adicionou-se 34 uL de TFA ao éster
dissolvido em DCM seco e precipitou-se o composto com éter dietilico.

3.1.2. Procedimento geral da Esterificacdo

Num baldo de fundo redondo, para 0,2 mmol de CIP protegida/LEV, adicionou-se 0,5
mmol de HBTU e uma quantidade catalitica de DMAP (10% do &cido) em 25 mL de
diclorometano (DCM) seco. A reacdo ficou em agitagdo, a temperatura ambiente, sob
atmosfera inerte. Ap6s 15 min, adicionou-se 1,0 mmol de DIPEA e 0,5 mmol do respetivo
alcool. A reacdo permaneceu sob agitacdo durante 5-6 dias. O Quadro 3.1. mostra as
condi¢cBes experimentais de sintese dos derivados da LEV e da CIP.

Com o intuito de seguir as reacfes através da técnica de Cromatografia de Camada
Fina, utilizou-se placas de aluminio com silica gel 60 F254. A revelacao dos cromatogramas
foi realizada com recurso a uma camara com luz UV 366 nm e uma camara que contém
uma mistura de silica e iodo.

Para a purificacdo dos compostos, através da técnica de Extracao Liquido/Liquido,
utilizou-se uma ampola de vidro com 15 mL de DCM, 2x15 mL de uma solugdo de
hidrogenocarbonato de s6dio 10% e 2x15 mL de uma solucdo de &cido citrico 5%, e 2x20
mL de uma solucéo de cloreto de sddio saturada. A fase orgénica secou-se com sulfato de
sédio anidro e, por fim, o solvente foi evaporado no rotavapor. De seguida, de modo a isolar
o composto pretendido do alcool em excesso, procedeu-se a uma Cromatografia de Coluna
com gradiente (10/0-9,5/0,5 — DCM/CH30H), utilizando-se colunas de vidro de diferentes
tamanhos com silica gel 60 (0,063-0,200 nm).
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Quadro 3.1 - Resumo das condi¢cdes experimentais que foram alteradas para cada composto, o nimero
de moles de &cido (Nacido) em mmol e o tempo de reacdo (treaczo) €m dias.

Composto R Nacido (MMOI)  treacao (dias)

1 CeHis 0,2784 6

2 C/His 0,2787 5

3 CgHy7 0,3027 6

4 CoHyg 0,7405 6

5 CioH21 0,3002 5

6 Ci1Hazs 0,2978 5

7 CioHos 0,2787 6

8 CisH27 0,7001 6

9 Ci4H2o 0,6946 6

10 CieHaz 0,2784 6
Composto R Nacido (MMOI)  treacao (dias)

11 CeHis 0,2318 6
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3.2. Andlise e ldentificacdo Estrutural

Os espetros de RMN foram obtidos através do Sistema “Ultrashield Magnet”
300MHz/54mm, long hold time Bruker’ na Faculdade de Farmacia — Universidade de Lisboa.
Os desvios quimicos sdo expressos em ppm ajustado ao sinal residual do solvente e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para a caracterizacdo dos compostos foram
realizados os espetros 'H e *C. Os espetros 'H obtidos s&o apresentados com o solvente
utilizado, o desvio quimico (&) em ppm, a multiplicidade (s-singleto, d-dupleto, t-tripleto, g-
guarteto, m-multipleto, s.a.-singleto alargado, d.a.-dupleto alargado), a constante de
acoplamento (J) em Hz, a intensidade relativa (niumero de protées) em nH e a atribuicdo
correspondente da molécula. Os espetros *C obtidos sdo apresentados com o solvente
utilizado, desvio quimico (8) em ppm e atribuicdo correspondente da molécula. Estes
espetros foram analisados através do software MestReNova.

Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram medidos no aparelho “Bock-
Monoscop <M>". Com o intuito de avaliar e comparar todos 0os compostos sintetizados,
foram calculadas algumas propriedades moleculares, como os valores de logP, através do
Software Alogps 2.1.. Os valores de pKa foram retirados das bases de dados DrugBank e
PubChem e do método descrito por Tehler et al., 2013.

As estruturas moleculares dos compostos foram desenhadas através do software
ChemDraw.

Seguidamente estdo apresentadas as caracterizagfes correspondentes aos ésteres

sintetizados.

(1) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-2,3-
benzoxazina-11-carboxilato de hexilo

1H-RMN & (300MHz, CDCly): 8,30 (s,
1H, C,--H); 7,62 (d, J= 12,6 Hz, 1H, Cs--
H); 4,41 — 4,34 (m, 3H, Cy--H, Cya-H);
4,30 (t, J= 4,7 Hz, 2H, C;—H); 3,39 (d.a.,
J= 4,5 Hz, 4H, Cp—-H, Cs--H); 2,64 (t, J=
4,7Hz, 4H, Cs--H, Cs--H); 2,42 (s, 3H,
Cis-H); 1,91 — 1,63 (m, 2H, Cp—-H); 1,54 (d, J= 6,6 Hz, 3H, Cys--H); 1,46 — 1,22 (m, 6H, Cy--
H, Cs--H, Cs--H), 0,88 (t, J= 6,9Hz, 3H, Cg--H).
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*C NMR & (75 MHz, MeOD): 173,80 (C,); 166,27 (C11); 158,43 (Ce); 155,18 (Cg); 147,26
(Cy); 141,79 (Cy); 132,33 (Cy); 125,40 (Co); 110,28 (Cs); 105,13 (Cs); 69,45 (Cys); 65,36
(Cy); 56,39 (C3,Cy4); 55,92 (C1p); 50,92 (C2,Cs); 46,22 (Cys); 32,49 (C4); 29,27 (Cy); 26,63
(Cs); 23,46 (Cs); 18,40 (Cys); 14,50 (Cs).

(2) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-2,3-
benzoxazina-11-carboxilato de heptilo

1H-RMN & (300MHz, CDCI,): 8,25
(s, 1H, C,-H); 7,59 (d, J= 12,6 Hz,
1H, Cs—-H); 4,38 — 4,22 (m, 5H, C1—

H, CyaH, Cy—H); 3,36 (d.a., J= 4,5 4

HZv 4H1 CZ’__H1 CS"'H); 2,59 (t, J: N
A S

4,8Hz, 4H, Cy—H, Cy-H): 2,39 (s, |15 a

3H, Cys-H); 1,85 — 1,68 (M, 2H, Cp—-
H); 1,53 (d, J= 6,9 Hz, 3H, Cy~-H); 1,48 — 1,24 (m, 8H, Cy--H, C4--H, Cg--H, Cg--H), 0,88 (t,
J= 6,8Hz, 3H, Cy—-H).

13C NMR & (75 MHz, CDCl,): 172,92 (C,); 165,72 (C11); 157,33 (Ce): 154,09 (Cg); 145,12
(C,); 139,62 (C,); 131,55 (Cio); 123,79 (Co); 109,88 (Cs); 105,65 (Cs); 68,15 (Cis); 65,08
(C+); 55,68 (Cs, Ca); 54,73 (C1,); 50,39 (Cz,Cs); 46,28 (Cis): 31,72 (Cs'); 28,89 (C»); 28,78
(C3); 25,95 (Cy); 22,60 (Ce); 18,18 (Cya); 14,06 (Cy).

(3) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-
2,3-benzoxazina-11 carboxilato de octilo

1H-RMN & (300MHz, CDCI):
8,23 (s, 1H, C,H); 7,59 (d, J=
12,6 Hz, 1H, Cs--H); 4,43 — 4,20
(M, 5H, C1o--H, C1z-H, Cyo--H);
3,35 (d.a., J= 5,1Hz, 4H, Cp--H,
Cs--H); 2,57 (t, J= 4,8Hz, 4H, |15 4
Cs--H, Ca=-H); 2,38 (s, 3H, C15--H); 1,85 — 1,68 (m, 2H, Co-H); 1,53 (d, J= 6,6 Hz, 3H, Cy4--
H); 1,45 — 1,16 (m, 10H, Cz--H, C4--H, Cg--H, Cg—H, Cr-- H), 0,87 (t, J= 6,8 Hz, 3H, Cg---
H).

13C NMR & (75 MHz, CDCL,): 172,95 (C,); 165,89 (Ci1); 157,48 (Cg); 154,21 (Cg); 145,20
(C.): 139,72 (Cy); 131,70 (Co); 123,82 (Cg): 110,12 (Cs); 105,96 (Cs); 68,27 (Cis); 65,22
(C+); 55,80 (Cs, Ca); 54,83 (C1,); 50,55 (Cz,Cs); 46,42 (Cis); 31,95 (Ce); 29,43 (Cy); 29,32
(Ca); 28,93 (Cs); 26,14 (Cy); 22,77 (C7); 18,32 (Cua); 14,21 (Cg).
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(4) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-
2,3-benzoxazina-11-carboxilato de nonilo

1H-RMN & (300MHz, CDCl.):

8,33 (s, 1H, C,--H); 7,64 (d, J=
12,3 Hz, 1H, Cs--H); 4,39 — 4,23
(m, 5H, Cip-H, Ciz—-H, Cy--H); .
3,48 (d.a., J= 3,6Hz, 4H, Cp-H, N
Cs--H); 2,90 (s.a., 4H, C3--H, Cy-- |15 *
H); 2,60 (s, 3H, Ci5--H); 1,81 — 1,72 (m, 2H, Cy--H);

1,55 (d, J= 6,3 Hz, 3H, Ci4-H); 1,42 — 1,18 (m, 12H, Cz--H, Cg--H, Cs--H, Cg--H, Co--H,
Cg--H); 0,87 (t, J= 6,6 Hz, 3H, Cg:-- H).

*C NMR & (75 MHz, CDCl;): 173,42 (C,); 165,70 (Cy1); 157,46 (Cs); 154,19 (Cg); 145,66
(Cy); 140,12 (Cy); 130,90 (Cip); 124,07 (Cy); 109,83 (Cz); 105,90 (Cs); 68,45 (Cy3); 65,32
(C4»); 55,48 (C3, Cy4); 55,02 (Cyp); 49,50 (C,,Cs); 45,64 (Cys); 32,01 (C7); 29,63 (Cy); 29,48
(C4); 28,89 (Cer); 28,93 (Cs); 26,14 (Csy+); 22,80 (Csr); 18,28 (Cy4); 14,23 (Cyr).

(5) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-
2,3-benzoxazina-11-carboxilato de decilo

1H-RMN & (300MHz, CDCl5):
8,23 (s, 1H, Co-H);

7,59 (d, J= 12,6 Hz, 1H, Cs-
H); 4,45 — 4,18 (m, 5H, Cy--H,
Ci-H, Cy—-H); 3,33 (d.a., J=
4,8Hz, 4H, Cp--H, Cs--H); 2,51
(t, = 4,7Hz, 4H, Cy--H, C4--H); 2,31 (s, 3H, Cis--H); 1,82 — 1,70 (m, 2H, Co--H); 1,53 (d, J=
6,6 Hz, 3H, Ci4-H); 1,43 — 1,18 (m, 14H, Cy--H, Cs--H, Cg--H, Cg--H, C7--H, Cge--H, Cgo--
H); 0,86 (t, J= 6,8 Hz, 3H, Cio-- H).

3C NMR & (75 MHz, CDCL,): 172,92 (C,); 165,91 (Cy1); 157,48 (Cg); 154,21 (Cs); 145,20
(C); 139,72 (C,); 131,71 (Cyo); 124,07 (Co); 110,12 (Cs); 105,65 (Cs); 68,27 (Cis); 65,21
(C1); 55,83 (Cs, Cy); 54,82 (C1,); 50,60 (Cz,Cs); 46,45 (Cys); 32,02 (Cg); 29,70 (Cy); 29,67
(Ca); 29,48 (Cs); 29,44 (Cg); 28,93 (C7); 26,14 (Cy); 22,80 (Cg); 18,32 (Cia); 14,23 (Cyor).
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(6) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-
2,3-benzoxazina-11-carboxilato de undecilo

1H-RMN e} (300MHz,
CDCly): 8,29 (s, 1H, C,--H);
7,63 (d, J= 13,2 Hz, 1H, Cs--

)
H); 4,43 — 4,18 (m, 5H, Cyo-- i il
H, Cia-H, Co-H); 346 (m, | N~

4H, Cp-H, Cs-H);, 2,67
(s.a., 4H, Cy--H, C4--H); 2,43 (s, 3H, Cy5-H); 1,81 — 1,67 (m, 2H, Cp--H); 1,51 (d, J= 6,6 Hz,
3H, Cys~-H); 1,34 — 1,15 (M, 16H, Cy--H, Cy--H, Cs--H, Cg--H, Cp--H, Cg--H, Cg-H, C1o--
H); 0,83 (t, J= 6,6 Hz, 3H, Cq¢—- H).

3¢ NMR & (75 MHz, CDCls): 173,42 (C.); 165,81 (Cu1): 157,43 (Co); 154,15 (Cs); 145,43
(C,): 139,86 (Cy); 131,41 (Cyo); 123,95 (Cs); 109,86 (Cs): 105,57 (Cs); 68,30 (Cys): 65,32
(Cq»); 55,46 (Cy, Cy); 54,92 (Cy,); 50,34 (Co,Cs); 45,82 (Cys); 31,95 (Cgo); 29,74 (Cy); 29,67
(C4.Cs); 29,59 (Cg); 29,39 (Cr); 28,78 (Cg); 26,04 (Cy); 22,72 (Cup); 18,19 (Cia); 14,12
(Car).

(7) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-
2,3-benzoxazina-11-carboxilato de dodecilo

1H-RMN &  (300MHz,
CDCly): 8,23 (s, 1H, C,--H);
7,60 (d, J= 12,3 Hz, 1H, Cs:-
-H); 4,41 — 4,22 (m, 5H, .
Cio--H, Cy3--H, C4---H); 3,34 N
(d.a., J= 4,5 Hz, 4H, C,--H, ['s ¥
Cs--H); 2,55 (t, J= 4,7 Hz, 4H, Cs--H, C4--H); 2,36 (s, 3H, Cs--H); 1,82 — 1,70 (m, 2H, Co--
H); 1,54 (d, J= 6,6 Hz, 3H, Cy4-H); 1,38 — 1,17 (m, 18H, Cs--H, C4--H, Cs--H, Cg--H, C7--
H, Cg--H, Cg--H, Cyp--H, Cy5---H); 0,87 (t, J= 6,6 Hz, 3H, C;,-- H).

13C NMR & (75 MHz, CDCL,): 172,95 (C.); 165,96 (Ci1); 157,52 (Ce); 154,27 (Cg); 145,21
(C.): 139,69 (Cy); 131,79 (Cio); 123,79 (Co): 110,24 (Cs); 105,86 (Cs); 68,27 (Cis); 65,23
(C+); 55,86 (Cy, Cs); 54,82 (C1); 50,68 (Cx,Cs): 46,51 (Cis); 32,05 (Cio?); 29,79 (Cy); 29,76
(Ca); 29,67 (Cs'); 29,48 (Ce:C:Cq); 28,94 (Cg'): 26,15 (Cs); 22,81 (C11-); 18,32 (Cra); 14,24
(Cr2).
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(8) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-2,3-
benzoxazina-11-carboxilato de tridecilo

1H-RMN & (300MHz, CDCly):
8,39 (s, 1H, C,--H); 7,56 (d,
J=12,6 Hz, 1H, Cs--H); 4,54
— 4,12 (m, 5H, Cy,--H, Cy3--H,
C4--H); 3,38 (d.a., J=4,5 Hz,
4H, Co--H, Cs--H); 2,68 (s.a.,
4H, C3--H, C4--H); 2,45 (s, 3H, Ci5--H); 1,81 — 1,69 (m, 2H, C,--H); 1,47 (d, J= 6,6 Hz, 3H,
Cis--H); 1,33 = 1,15 (m, 20H, C3---H, C4--H, Cs--H, Cg--H, C7---H, Cg--H, Cg--H, C1o--H,
Cq4--H; Cq2--H); 0,87 (t, J= 6,8 Hz, 3H, C3-- H).

3C NMR & (75 MHz, CDCl,): 174,41 (C,); 165,62 (Cy1); 157,54 (Ce); 154,26 (Cg); 145,91
(Cy); 139,94 (C,); 131,72 (Cy); 124,03 (Cy); 108,66 (Cs); 105,59 (Cs); 68,35 (Ci3); 65,39
(Cy+); 55,48 (Cs, Cs); 55,24 (Cy); 50,27 (C2,Cs); 45,80 (Cys); 31,96 (Cy11v); 29,74 (Cy); 29,72
(C4?); 29,69 (Cs); 29,62 (Ce,Cr); 29,39 (Cg,Co); 28,64 (Cyo7); 26,04 (C3); 22,71 (Cyp);
18,13 (Cy4); 14,10 (Cy3).

(9) (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-2,3-
benzoxazina-11-carboxilato de tetradecilo

1H-RMN & (300MHz, CDCly):
8,26 (s, 1H, C,--H);
7,55 (d, J= 12,0Hz,
1H, Cs--H); 4,44 — 4,22
(m, 5H, Cyo--H, Cyi3--H,
Cqy--H); 3,66 (s, 4H,
C--H, Cs--H); 3,22 (s,
4H, C3--H, C4--H); 2,83 (s, 3H, Cy5--H); 1,81 — 1,69 (m, 2H, C,--H); 1,53 (d, J= 6,6 Hz, 3H,
Cis-H); 1,39 — 1,16 (m, 22H, Cgz--H, C4--H, Cs--H, Cg--H, C7--H, Cg--H, Cg--H, Cio--H,
Ci1--H; Cyp--H; Cy3---H); 0,87 (t, J= 6,6 Hz, 3H, Cy4-- H).

13C NMR & (75 MHz, CDCly): 172,90 (C,); 165,42 (Cy1); 156,95 (Ce); 153,76 (Cg); 145,41
(C.): 140,33 (Cy); 129,67 (Cio); 123,97 (Cy): 110,26 (Cs); 105,41 (Cs); 68,54 (Cys); 65,29
(Cr); 54,86 (Ca,Ca); 54,70 (Cro); 48,13 (C»,Cs); 44,36 (Cie); 32,03 (Cz); 29,80 (Co1Ca);
29,77 (Cs-,Ce?); 29,68 (C7+,Cg'): 29,47 (Co,Cio); 28,90 (C11): 26,13 (Cy); 22,80 (Ciz); 18,30
(C12); 14,23 (Cus).
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(10)  (S)-6-fluoro-4,11-dihidro-15-metil-7-(4-metilpiperazin-1’-ilo)-4-oxo-4H-pirido[1,2,3-de]-
2,3-benzoxazina-11-carboxilato de hexadecilo

1H-RMN & (300MHz, CDCly): 8,24 (s, 1H, C,—-H); 7,61 (d, J= 12,6 Hz, 1H, Cs-H); 4,41 —
4,24 (m, 5H, Cpo--H,
Cia-H, Cy-H); 3,34
d, J= 4,2Hz, 4H,
Cy--H, Cs--H); 2,55 3
(t J= 48 Hz, 4H, | N
Cs--H, Cs--H); 2,36
(s, 3H, Cis--H); 1,83 — 1,71 (m, 2H, C--H); 1,54 (d, J= 6,6 Hz, 3H, Cy4--H); 1,36 — 1,19 (m,
26H, Cy--H, Cg-H, Cg--H, Cg--H, C7--H, Cgr--H, Cg-H, Cyg--H, Cqs--H; Cyp--H; Cyzo-H;
Cia—-H; Ci5--H); 0,87 (t, J= 6,6Hz, 3H, Cie-- H).

2 4 6 8 10 12 14

13C NMR & (75 MHz, CDCL,): 172,94 (C,); 165,97 (Cu1); 157,52 (Cg); 154,25 (Cg); 145,21
(C.); 139,69 (C,); 131,80 (Cio); 123,79 (Co); 110,15 (Cs); 105,89 (Cs); 68,27 (Cia); 65,24
(Cy); 55,87 (Cs,Cs); 54,83 (Ci); 50,69 (C»,Cs); 46,52 (Cis); 32,06 (Ci); 29,83
(C2.CeCs,Ce,.Cr); 29,79 (Ce,Ca); 29,68 (Cro); 29,49 (Cu1Ciz); 28,94 (Cz); 26,14 (Ca);
22,82 (Cys57); 18,30 (Cra); 14,23 (Cie).

(11) 1-ciclopropil-6-fluor-4-oxo-7-(1-piperazinil)-4,11-dihidroquinolina-carboxilato de hexilo

1H-RMN & (300MHz, CDCl,): 8,46 (s, 1H,
C,--H); 7,88 (d, J= 12,9 Hz, 1H, Cs--H);
7,31 (d, J= 6,9 Hz, 1H, Cg--H);

4,15 (t, J= 6,9 Hz, 2H, Cy»—-H);

3,41 (d.a, J= 3,8 Hz, 5H, Co--H, Ce--H,
Ng-H); 3,32 (d.a., J= 3,5 Hz, 4H, C3--H, Cg--H); 3,22 (m, 1H, C4---H); 1,63 (m, 2H, Cy--H);
1,28-1,20 (m, 8H, Cy~--H, C3---H, C4--H, Cs---H); 1,00 (d.a., J= 3,0 Hz, 2H, C3—H); 0,77 (t,
J= 6,9 Hz, 3H, Cg-- H).

C NMR & (75 MHz, CDCL,): 173,90 (C,); 164,96 (C11); 155,01 (Cs); 148,38 (C,); 143,39
(C7); 138,10 (Cy); 123,64 (Cy); 109,78 (Cs); 106,08 (Cs); 106,01 (Cs); 64,99 (Cy»); 46,75
(C2,Ce); 43,29 (C3,Cs); 34,90 (C+); 31,33 (Cy); 28,52 (Cs); 25,54 (C); 22,40 (Csv); 13,73
(Ce»); 7,98 (C2 Cs).
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3.3. Ensaios de estabilidade dos ésteres

A estabilidade quimica dos ésteres sintetizados foi estudada em tampéo fosfato
pH=7,4 e em plasma humano. A hidrélise destes compostos foi analisada através da técnica
de HPLC no cromatégrafo VWR, constituido por um amostrador automético VWR-Hitachi L-
2200U, um detetor UV VWR-Hitachi L-2400U, um forno de coluna VWR-Hitachi L-2300 e
duas bombas VWR-Hitachi L-2160U. Usaram-se as colunas LiChroCART R250-4 HPLC
Cartridge LiChrospher® 100 reversed phase RP-8 (5 um) MERCK e LiChroCART R125-4
HPLC Cartridge LiChrospher® 100 reversed phase RP-8 (5 um). Os cromatogramas foram
analisados através do software “EZ Chrom Elite Agilent”. O eluente utilizado foi acetonitrilo e
agua desionizada (ACN:H,0O) 80:20 contendo di-hidrogeno ortofosfato de potassio (0,001
mol/dm?) e 0,002% (v/v) de &cido fosférico (85%). O tipo de eluicdo foi isocratica e o detetor
UV foi ajustado para um comprimento de onda de 295 nm para os ésteres da LEV e 280 nm
para os ésteres da CIP. O fluxo de eluente foi programado para 1 mL/min e o volume de
injecdo para 20 yL de cada amostra. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

De modo a determinar-se o valor maximo de absor¢cdo dos compostos em estudo,
registaram-se 0s espetros UV no espetrofotometro UV-1603 Shimadzu e, para recolha dos
dados, usou-se o software UV-1601PC.

3.3.1. Ensaios de estabilidade em tampé&o fosfato pH=7,4

A hidrélise quimica dos ésteres foi estudada em tampéao fosfato pH=7,4. Para tal,
preparou-se uma solugdo de PBS com uma concentracdo total de 0,01 M, forga i6nica de
0,15 M e pH=7,4, 2% de ACN, com uma concentracio inicial de substrato de 5x10™* M. As
amostras foram preparadas através da adi¢cdo de 40 uL de solugdo mae de composto (=10
2M) com 1,640 mL de solugéo tamp&o fosfato pH 7,4 e 320 uL de ACN, e colocadas num
banho termostatado a 37 °C. Foram recolhidas aliquotas de 50 pyL de cada amostra, em
varios pontos temporais, que se diluiram em 450 pL de ACN (c=5x10" M) e se injetaram,
posteriormente, no HPLC. O controlo negativo era constituido pelo composto em estudo e
ACN. O tempo de duragdo de cada ensaio foi de 336 h (14 dias).
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3.3.2. Ensaios de estabilidade em plasma humano

Com o intuito de avaliar a suscetibilidade destes compostos a hidrélise enzimatica
pelas esterases humanas, foram feitos estudos de estabilidade em plasma humano. Estes
ensaios foram realizados numa solucdo de 80% de plasma diluido em PBS (20%), de
concentracdo total de 0,01 M, forca i6nica de 0,15 M, pH=7,4, 2% de ACN e concentragéo
inicial de substrato de 5x10™” M. As amostras foram preparadas através da adicéo de 16 pL
de solugcdo mée de composto (¢;=107 M) em 640 pL de plasma e 160 pL de solugéo tamp&o
fosfato pH=7,4 e colocadas num banho termostatado a 37 °C. A varios tempos retiraram-se
aliquotas de 50 pL de amostra que se dissolveram em 450 pyL de ACN (c=5x10° M) e
centrifugaram-se a 20817 x g, durante 15 min. O sobrenadante foi coletado e analisado por
HPLC. O ensaio controlo negativo era constituido pelo composto em estudo e ACN. O
tempo de duragéo de cada ensaio foi de 72 h.
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3.4. Ensaios de atividade in vitro

Os estudos de atividade antimicobacteriana em Mtb foram realizados no grupo da
professora doutora Elsa Anes, pelo doutor David Pires, que pertencem ao grupo de
microbiologia “Interagdes Hospedeiro-Patdgeno” do iMed.ULisboa - Faculdade de Farméacia
da Universidade de Lisboa.

Estes ensaios foram realizados com a estirpe Mtb Hz;Rv. Os compostos foram
preparados em solucdes stock de 5 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO) (AppliChem
Panreac). O meio de cultura de bactérias Middlebrook 7H9 e o meio de cultura sélido
Middlebrook 7H10 foram adquiridos da Difco e suplementados com OADC (&cido oleico,
albumina, dextrose, catalase).

A estirpe bacteriana Mtb Hz;Rv (ATCC 27294) foi cultivada em meio Middlebrook 7H9
suplementado com OADC e incubada a 37 °C até a fase de crescimento exponencial. A
cultura de bactérias na fase de crescimento exponencial foi recolhida através de
centrifugagéo, lavada em PBS e suspensa em meio de cultura fresco.

A atividade dos compostos foi avaliada através da determinacdo da CIM e da CBM.
A CIM é definida como a menor concentragdo de um agente antimicrobiano que impede o
crescimento visivel de uma bactéria. A CBM é a concentragdo minima de um agente
antibacteriano necessaria para matar/eliminar a bactéria num periodo longo e fixo. Esta é
obtida através da determinag&o da concentracdo minima de um agente antibacteriano capaz
de reduzir a viabilidade do in6culo bacteriano inicial por uma redugéo de 100%. A CBM é
complementar a CIM. Enquanto o teste de CIM mostra o nivel mais baixo de agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel, o teste de CBM mostra o nivel mais
baixo de agente antimicrobiano que resulta em morte das micobactérias (Andrews, 2001).

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em placas de cultura de 96
pocos (Nunc). A cultura bacteriana Mtb Hs;Rv foi testada quanto a suscetibilidade aos
compostos no meio Middlebrook 7H9 suplementado com OADC contendo uma suspensao
de micobactérias correspondente a aproximadamente 10° unidades formadas de colénias.
Ap6s 10 dias de incubacdo a 37 °C, determinou-se a CIM correspondente a concentracao
sem turbidez visivel. Esse resultado foi confirmado pela adicdo de alamarBlue (Invitrogen)
para atingir 10% (v/v) e incubou-se por mais 24 h para confirmar que ndo havia alteracao de
cor do alamarBlue. O reagente alamarBlue permite quantificar a viabilidade celular através
da medicdo das funcdes metabdlicas (Pires et al., 2015). Ap6s a determinacédo e
confirmacdo do CIM, as amostras bacterianas foram recuperadas das placas de teste
anterior e colocadas em meio solido 7H10 e incubadas por 3 semanas.

A CBM foi determinada como a concentracdo minima de composto a qual ndo se

observou crescimento de colénias, em meio soélido. As bactérias tratadas com o solvente
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DMSO, nas mesmas propor¢des as presentes durante os testes dos compostos, foram
usadas como controlo negativo. A INH foi usada como controlo positivo para inibicdo do
crescimento e morte das bactérias. O procedimento foi realizado com base no protocolo

descrito por Pires et al., 2015.
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3.5. Ativacdo de pré-farmacos em homogenatos de
Mycobacterium smegmatis

3.5.1. Preparagdo do homogenato de micobactéria

Para a preparacdo do homogenato de micobactéria, utilizou-se uma cultura de
M.smegmatis ATCC607 variante mc2 155. Esta estirpe é muito Gtil em investigacdo em
Quimica Medicinal, uma vez que é um microorganismo ndo patogénico, cresce muito
rapidamente e ndo origina problemas de risco biologico (Valente et al., 2011). Esta estirpe
foi entdo, incubada a 37 °C com um liquido Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. O
homogenato inteiro bruto foi preparado a partir de uma cultura de bactérias com crescimento
exponencial com uma O.D.g0nm = 0,8-1,0. As micobactérias foram centrifugadas durante 10
min, a 4 °C, lavadas e ressuspendidas em solucdo PBS (pH=7,4; 25 mL para cada 750 mL
do liquido de crescimento inicial). O homogenato de micobactéria foi preparado com um
processador Vibracell Ultrasonic CV375 de 600 W a 20 KHz (Sonics and Materials Inc.) e
uma sonda ultra-sénica CV17 (Sonics and Materials Inc.), usando uma sequéncia de 5 ciclos
de 2 min cada. O homogenato foi, posteriormente, dividido em por¢es de 1 mL e mantido a
-80 °C até ser utilizado. A concentragdo de proteina foi determinada a 595 nm, pelo método
de Bradford. Os ensaios foram feitos com o lote de homogenato Msl (0,38 mg de
proteina/mL). Este procedimento foi realizado com base no protocolo descrito por Valente et

al., 2011.
3.5.2. Ativagcdo dos compostos em homogenato de

micobactéria

Uma vez que o benzoato de etilo € um bom substrato para as esterases
micobacterianas, este composto foi escolhido como padrdo para a determinacdo da
atividade das esterases do homogenato, permitindo que os resultados de ativagcao dos pro-
farmacos com homogenatos fossem facilmente comparados (Valente et al., 2011). Deste
modo, antes de preparar 0s ensaios de ativacdo dos compostos, a atividade do homogenato
de micobactérias foi testada frente ao composto benzoato de etilo.

De seguida, a atividade da esterase do homogenato de micobactéria foi testada
usando como substratos o éster da LEV com cadeia alquilica de 6 carbonos e de 12
carbonos e o éster da CIP com 6 carbonos.

Preparou-se uma solucéo de PBS a 0,01 M, forca i6nica de 0,15 M e pH=7,4, 2% de
ACN e com uma concentracao inicial de substrato de 5x10* M. De seguida, as amostras
foram preparadas através da adicéo de 20 uL de solugdo mae de composto (c=10% M) em
950 uL de PBS e 32 pyL de homogenato de micobactéria, e colocadas num banho

termostatado a 37 °C.
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De modo a seguir a ativacdo dos compostos, foram retiradas varias aliquotas de 50
ML da amostra e foram adicionadas a um volume de 450 uL de uma solucéo 1:1 de sulfato
de zinco a 1% e ACN. Neste caso, a solu¢do 1:1 de sulfato de zinco a 1% e ACN permite
uma melhor precipitacdo das proteinas. Centrifugou-se a 20817 x g, durante 15 min, e o
sobrenadante foi coletado e analisado por HPLC para quantificacdo do éster e &cido
correspondente. Todas as quantificagbes foram realizadas utilizando curvas de calibracdo
para os substratos e produtos. O controlo negativo do ensaio era constituido pelo composto
em estudo e ACN. O tempo de duracdo de cada ensaio foi de 48 h. Estes ensaios também
foram realizados em triplicado. Este procedimento foi feito com base no protocolo descrito

por Valente et al., 2011.
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3.6. Ensaios de citotoxicidade em macréfagos THP-1

Com o intuito de avaliar o impacto dos compostos sintetizados nas células humanas,
realizaram-se ensaios de citotoxicidade utilizando macréfagos da linha celular THP-1 (ATCC
TIB202). Esta linha celular € do tipo mondcito, proveniente de sangue periférico de um caso
infantil de leucemia monocitica aguda (Tsuchiya et al., 1980), sendo muito utilizada na
investigacdo para avaliagdo da estrutura de fungdo dos mondcitos (Bosshart and
Heinzelmann, 2016). Estes ensaios foram realizados pelo grupo da professora doutora Elsa
Anes.

Os resultados de citotoxicidade foram apresentados em CLsy, que se define como a
concentracdo de uma dada substéncia capaz de provocar a morte a 50% de uma populagéo
da mesma espécie, quando sujeita as mesmas condi¢cdes de administracdo (Jacobsen,
2018).

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS; Gibco), 1% de Hepes (Gibco), 1% de piruvato de sodio e mantido a
37 °C com 5% de CO,. A diferenciagdo de mondcitos THP-1 em macrofagos foi induzida
durante a noite com 20 nM de Forbol-12-Miristato-13-Acetato. Os macréfagos foram
diferenciados em placas de 96 pocos, 5x10* células por poco e tratados com 0S compostos.
Apbs trés dias, a viabilidade celular foi determinada usando alamarBlue (Invitrogen),
seguindo as indica¢des do fabricante. Resumidamente, as células foram lavadas em PBS e
incubadas com alamarBlue 10% (v/v) em meio de cultura de células. Apos 4 h de incubacéo,
a fluorescéncia de cada pogo foi medida num espetrofotometro “Tecan M 200" (560 nm
excitacdo/590 nm emissédo), obtendo-se a viabilidade das células ndo tratadas. As células
tratadas com DMSO nas mesmas propor¢des foram usadas como controlo negativo e a

Puromicina foi usada como controlo positivo para a morte celular.
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3.7. Reagentes e Solventes

Os solventes utilizados na presente dissertacdo foram adquiridos nos fornecedores
Valente & Ribeiro Lda. e José Manuel Gomes dos Santos Lda. Os reagentes e reagentes de
pré-analise foram adquiridos nas casas comerciais Sigma-Aldrich®e Fluka®.

Nenhuma purificacdo adicional foi realizada. Os solventes utilizados eram de
gualidade analitica e, quando necessario, secos por destilacdo. O DCM foi seco por
destilacao sobre cloreto de célcio.
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4. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Este trabalho teve como principal objetivo obter ésteres a partir da LEV e da CIP e
avaliar a possibilidade destes atuarem no Mtb como pré-farmacos, através do aumento da
lipofilia dos compostos.

Primeiramente, obtiveram-se os valores de logP para cada um dos compostos para
avaliar se o comprimento da cadeia alquilica teria impacto na lipofilia. Observou-se que
havia uma correlacdo linear entre ambas, uma vez que quanto maior o comprimento da
cadeia alquilica, mais lipofilicos sdo os compostos, pelo que o valor de logP é maior. Assim,
verificou-se que os compostos derivados da CIP e da LEV sédo mais lipofilicos dos que os
acidos correspondentes, pelo que poderdo entrar mais facilmente na membrana da
micobactéria. Assim, o objetivo de aumentar a lipofilia dos farmacos LEV e CIP foi atingido.

De seguida, foram feitos os ensaios de estabilidade quimica, em plasma humano e
em homogenatos de micobactérias, uma vez que estes, por um lado, necessitam de ser
biotransformados na sua forma ativa, para poderem atuar no Mtb e por outro € preciso
garantir que estes sejam estaveis em plasma humano para poderem atingir o alvo sem
serem degradados. Nestes ensaios, observou-se que 0s coOmpostos com maior comprimento
de cadeia alquilica seriam mais estaveis e por isso mais dificeis de hidrolisar do que os de
cadeia alquilica mais curta. Apesar disso, o valor de percentagem de degradacdo dos
ésteres foi baixo para todos os compostos sintetizados, pelo que se conclui que todos os
compostos sao estaveis a hidrélise quimica e a hidrélise das esterases presentes no plasma
e nas micobactérias. Assim, os pro-farmacos sintetizados, apesar de serem estaveis em
plasma humano, pelo que deveriam atingir o alvo sem serem degradados, também séao
estaveis a hidrélise das esterases micobacterianas, pelo que ndo sdo transformados na sua
forma ativa. Dado que o intuito deste trabalho era estudar a possibilidade dos compostos
sintetizados atuarem como pré-farmacos, conclui-se que estes compostos nao deverao ser
avaliados como pré-farmacos mas sim como farmacos.

Além da estabilidade, também foi avaliada a atividade destes compostos contra Mtb
Hs;Rv, através da CIM e da CBM. Nestes ensaios, observou-se que 0s ésteres que
apresentaram maior atividade inibitéria foram os compostos com cadeia alquilica mais curta,
nomeadamente, os compostos 1, 2 e 3, que sdo derivados da LEV. A diminuicdo da
atividade para compostos mais lipofilicos, ou seja, compostos com cadeias alquilicas com
maior comprimento, pode ser justificada pelo facto do aumento da lipofilia significar que os
compostos sdo menos sollveis no meio de cultura bacteriana.

Por fim, foram feitos ensaios de citotoxicidade, em que se obteve o valor de ClLs
para cada composto sintetizado. Observou-se que, no geral, os ésteres sintetizados sao

mais toxicos do que os respetivos acidos. No entanto, 0s compostos mais ativos (1, 2 e 3)
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também corresponderam aos compostos que apresentaram maior valor de CLsg,, pelo que
s&80 0s menos toxicos. Assim, para que estes possam ser estudados como futuros farmacos,
seria importante perceber de que modo é que estes atuam nas células humanas para assim,
ser feita uma otimizacao destes compostos.

Entre as duas FQ, concluiu-se que o éster derivado da LEV era mais ativo e mais
lipofilico do que o éster derivado da CIP, mas menos estavel do que este.

Em conclusdo, todos os compostos sintetizados poderdo ser estudados como
farmacos, principalmente os derivados da LEV 1, 2 e 3, uma vez que sdo 0S compostos
mais ativos. Para tal, seria necessario a otimizacdo destes compostos para diminuir a
citotoxicidade dos mesmos. Futuramente, seria importante também avaliar a atividade
destes compostos para estirpes resistentes aos farmacos existentes, uma vez que 0S
resultados de atividade destes compostos foram promissores. Outra vertente relevante a

avaliar seria o0 estudo de ésteres com grupos alcoxilo menores.
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6. Anexos

6.1. Calculo da degradacdo dos ésteres nos ensaios de
estabilidade quimica e enzimética

A férmula utilizada para calcular a percentagem de degradacéo dos ésteres ao longo
do tempo de ensaio esta representada de seguida.

Degradacéo do éster (%) = %xloo

6.2. Curvas de calibracéo

Seguidamente, estdo representadas as curvas de calibracdo correspondentes ao
éster da LEV e ao éster da CIP, ambos com 6 carbonos na cadeia alquilica (compostos 1 e
11).
1,40E+08 - Curva de calibragéo
1,20E+08 -
1,00E+08 -
8,00E+07 -

Area

6,00E+07 -
4,00E+07 -
2,00E+07 -

0,00E+00 T T T T T )
0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-03

Concentragéo (M)

Figura 6.1 - Representacgdo gréfica da curva de calibragdo do composto 1, usada na determinacéo da
concentracdo do éster correspondente.
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1,00E+08

8,00E+07

6,00E+07

Area
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0,00E+00 T T T T T )
0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-03

Concentracéo (M)

Figura 6.2 - Representacédo grafica da curva de calibragdo do composto 11, usada na determinacédo da
concentragdo do éster correspondente.
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