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Resumo

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga transmissivel persistindo atualmente como um
importante problema de saude publica. E causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis. Os
tratamentos eficazes foram desenvolvidos pela primeira vez na década de 1940. No entanto, O
Mycobacterium tuberculosis, desenvolveu varias resisténcias aos tratamentos existentes. Esta
bactéria possui um envelope celular muito complexo, constituido por acidos micdlicos, que
interfere na sensibilidade da bactéria aos antibidticos hidrofobicos. Assim, sdo urgentemente
necessarios novos medicamentos ativos contra M. tuberculosis resistente a firmacos que possam
ser usados em regimes terapéuticos curtos e em se possivel em doses mais baixas do que o habitual.

Em trabalhos de investigagdo anteriores sobre a tuberculose, observou-se que alguns acidos
fracos tinham atividade significativa no Mycobacterium tuberculosis e que os alcoois de cadeia
longa (LCA) usados em pro-fAirmacos como transportadores também tinham atividade relevante.
Surgiu entdo a ideia de obter pro-farmacos mutuos contendo estas duas moléculas ativas unidas por
uma ligagdo éster. Com a sintese destes pro-farmacos pretendia-se obter compostos que pudessem
ter potencialmente uma agdo sinérgica e melhor capacidade de entrada nas micobactérias devido a
sua adequada lipofilia. A fim de obter compostos que pudessem sobreviver durante a fase de
transporte, sintetizamos outros ésteres e as amidas lipofilicos derivados de acidos fracos, estudamos
a sua atividade contra M. tuberculosis, a sua estabilidade em tampao fosfato, no plasma e no
homogenato micobacteriano.

De entre os derivados sintetizados no grupo os derivados de acidos fracos contendo o grupo
nitro foram especialmente interessantes em termos de atividade e toxicidade, havendo indicacdes
que poderdo funcionar por um mecanismo diferente dos compostos de partida. Por essa razao esta
tese focou-se sobre compostos contendo grupos nitro e também incluiu obtengdo de tioésteres e
amidas ampliando a biblioteca de compostos ja sintetizados no grupo e o estudo da sua atividade,
estabilidade e ativagdo.

Os nitrocompostos sdo moléculas bioativas utilizadas como agentes antimicobacterianos.
Nos ultimos anos, essas moléculas t€m sido amplamente estudadas em diversas areas, como
quimica medicinal, quimica organica, bioquimica, toxicologia e eletroquimica. O modo de agdo da
maioria dos nitrocompostos envolve a biotransformagdo do grupo nitro, libertando intermediarios
no processo redox. Alguns desses intermedidrios reagem com enzimas, membranas € DNA,
fornecendo a base para a sua atividade biologica e efeitos adversos. Nesta dissertagdo sdo
explorados alguns aspetos relativos a atividade bioldgica, mecanismo de acdo e toxicidade dos
nitrocompostos, objetivando a pesquisa de novos derivados bioativos com baixa toxicidade.

Para o efeito, sintetizdmos os ésteres, tioésteres e as amidas derivados de acido benzoico,
acido 4-nitrobenzoico, acido 3,5-dinitrobenzdico e dacido 3-nitro-5-trifluorometilbenzodico,
contendo comprimentos de cadeia linear de 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 atomos de carbono e
caracterizamos os compostos quanto a sua estabilidade em tampao de fosfato, plasma humano e
homogenato de micobactéria, e atividade sobre Mycobacterium tuberculosis . Os resultados
obtidos permitem concluir que as nitroamidas lipofilicas sdo os compostos mais ativo, e que destas
as amidas dinitrosubstituidas sdo as que possuem maior atividade.

Palavras-chave: Tuberculose, Pro-farmacos, Nitroamidas, Acidos fracos, Estabilidade,
Atividade



Abstract

Tuberculosis (TB) is a spreading disease that is a major cause of public health problems. It
is caused by the bacillus Mycobacterium tuberculosis. Effective drug treatments were first
developed in the 1940s. However, Mycobacterium tuberculosis has developed resistance to existing
treatments. Thus, new drugs that are active against drug-resistant M. tuberculosis and useful for
short-term therapeutic regimens at the lowest necessary doses are urgently needed.

Following research on tuberculosis, it was found that some weak acids had significant
activity in Mycobacterium tuberculosis and that the long-chain alcohols (ACL) used in prodrugs as
carriers also had relevant activity. The idea of obtaining mutual prodrugs arises from the point that
prodrags containing the two promises linked by an ester bond these compounds can potentially
have a synergistic action and an improvement in the penetration of mycobacteria due to their
adequate lipophilia. However, the most promising compounds were quickly degraded in the
presence of serum. In order to obtain compounds that could survive during the transport phase in
blood, we synthesized the lipophilic esters and amides derived from weak acids, we studied their
activity against M. tuberculosis, their stability in the phosphate buffer, in plasma and in the
mycobacterial homogenate.

Due to the fact that derivatives of weak acids containing the nitro group were especially
interesting in terms of activity and toxicity, this work will focus on obtaining esters and amides
derived from weak acids containing nitro groups, expanding the range of derivatives already
obtained, and study its activity, stability and activation and going further on the exploration of the
mechanism of action of the compounds.

To assess our approach, we synthesized the esters, thioesters and the amides derived from
benzoic acid, 4-nitrobenzoic acid and 3,5-dinitrobenzoic acid, containing linear chain lengths of 4,
6, 8, 10, 12, 14 and 16 carbon atoms and evaluate their stability in phosphate buffer, human plasma
and mycobacteria homogenate. The results show that lipophilic amides are more active than the
corresponding esters, and amongests dinitrosubstituted amides have greater activity.

Keywords: Tuberculosis, Prodrugs, Nitro compounds, Weak acids, Stability, Activity
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1. Introducao

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga antiga - estudos de esqueletos humanos mostram que ela
afeta humanos ha milhares de anos —mas a sua causa permaneceu desconhecida até 24 de margo
de 1882, quando o Dr. Robert Koch anunciou a descoberta do bacilo posteriormente denominado
M.tuberculosis.

A TB ¢ uma doenca transmissivel que ¢ uma das principais causas de problemas de saude,
sendo referenciada como uma das principais causas de morte em todo 0 mundo (encontra-se entre
as 10 primeiras) e a principal causa de morte por um tinico agente infecioso (classificagdo acima
de HIV/AIDS). E causada pelo bacilo M. tuberculosis, que se transmite quando as pessoas com
tuberculose expelem bactérias para o ar; por exemplo, tossindo. Normalmente afeta os pulmdes
(TB pulmonar), mas também pode afetar outros locais (TB extrapulmonar). Cerca de um quarto
da populagdo mundial esta infetada com M. tuberculosis, portanto, em risco de desenvolver
tuberculose.

Uma proporgao relativamente pequena (5-109%) de pessoas das que se estima estarem infetadas
(1,7 bilides) com M. tuberculosis desenvolverdo a doenga durante a sua vida. No entanto, a
probabilidade de desenvolver tuberculose ¢ muito maior entre as pessoas infetadas com HIV;
também ¢ maior entre pessoas afetadas por outros fatores de risco como subnutrigdo, diabetes,
tabagismo e consumo de alcool.

Sem tratamento, a taxa de mortalidade por TB ¢ alta. Estudos sobre a historia natural da
tuberculose na auséncia de tratamento com medicamentos anti-TB (realizados antes que 0s
tratamentos com medicamentos se tornassem disponiveis) mostraram que cerca de 70% dos
individuos com tuberculose pulmonar com baciloscopia positiva morreram 10 anos apds o
diagnostico. !

Os tratamentos eficazes com medicamentos foram desenvolvidos pela primeira vez na década
de 1940. O M. tuberculosis, desenvolveu varias resisténcias aos tratamentos existentes. Essa
bactéria possui um envelope celular muito complexo, constituido por acidos micoélicos, que
interfere na sensibilidade da bactéria aos antibioticos hidrofobicos. O tratamento atualmente
recomendado para casos de TB suscetiveis a medicamentos ¢ um regime de seis meses com quatro
medicamentos de primeira linha: isoniazida (3), rifampicina (4), etambutol (7) e pirazinamida (8).
No entanto, surgiram estirpes resistentes a alguns destes farmacos, dando origem a dois outros
tipos da doenca: a tuberculose multirresistente e a tuberculose extensivamente multirresistente.
Nestes casos, o tratamento envolve outro tipo de farmaco de 2° e 3* linha. Estes medicamentos sao
mais caros com varios efeitos colaterais.’®
O surgimento da tuberculose resistente e multirresistente justifica a necessidade urgente de

descobrir farmacos que possam ser usados em regimes terapéuticos mais curtos e em doses mais



baixas do que os atualmente existentes.

Em trabalhos de investigacdo anteriores sobre a tuberculose?>*°, observou-se que alguns
acidos fracos tinham atividade significativa no M. tuberculosis e que os alcoois de cadeia longa
(LCA) usados em pro-farmacos como transportadores também tinham atividade relevante. Surgiu
entdo a ideia de obter pro-fArmacos miituos contendo as duas partes ativas unidas por uma ligagao
éster. Esses compostos podem ter potencialmente uma agdo sinérgica e uma melhor
permeabilidade entrando mais facilmente nas micobactérias devido a sua adequada lipofilia.

Os pro-farmacos sdo compostos que nao sdo biologicamente ativos, ou seja, precisam de ser
ativados por meio de reagdes quimicas ou enzimaticas. Esse tipo de composto ¢ sintetizado quando
a substancia ativa apresenta propriedades indesejaveis, como baixa absorcao, rapida degradagao
por enzimas, pouca permeabilidade nas células de micobactérias, entre outras.

Os pro-farmaco precisam de ser estaveis durante a fase de absorg¢do e transporte, mas
suficientemente labeis com as esterases micobacterianas para serem ativados. Nesse sentido, ¢
necessario sintetizar pro-farmaco estaveis a hidrolise por enzimas, plasma e figado do hospedeiro,
que penetram na membrana celular da bactéria, portanto lipofilicos € que sdo ativos contra a
bactéria M. tuberculosis.

Como as micobactérias sdo ricas em atividade esterasica, ¢ possivel usar a esterase
micobacteriana para libertar farmacos no local de agdo. Estudos anteriores demonstraram que 0s
¢ésteres sdo facilmente ativados por esterases micobacterianas, mas sdo estaveis na presenca de
plasma humano®. Diferentes compostos com atividade relevante na tuberculose foram também
sintetizados: derivados do 4cido benzéico®, acido pirazindico>® ou o grupo das quinolonas’®.

Visto que dados preliminares obtidos no nosso laboratorio mostraram que ésteres de acido
benzodico se tornam mais resistentes a hidrélise no plasma a medida que o comprimento da cadeia
do grupo alcoxi aumenta, decidimos testar se a mesma abordagem poderia ser usada para aumentar
a estabilidade de pro-farmacos derivados de outros acidos fracos. Paralelamente, e para além dos
ésteres decidimos incluir no estudo as amidas. Além destas os tioésteres também foram incluidos
para avaliar a sua atividade e estabilidade.

Devido ao fato de que derivados de acidos fracos contendo 0 grupo nitro foram especialmente
interessantes em termos de atividade e toxicidade®, esta tese ird concentrar-se na obtengdo de
derivados do LCA (aminas, tiois) e acidos fracos contendo grupos nitro, ampliando a gama de
compostos ja obtidos, no estudo da sua atividade, estabilidade e ativacdo e na explora¢do do
mecanismo de agao dos compostos.

Neste trabalho, derivados de acido benzodico, acido 4-nitrobenzodico, acido 3,5-dinitrobenzoico
¢ acido 3-nitro-5-trifluorometilbenzoico foram sintetizados, contendo comprimentos de cadeia

linearde4, 6,8, 10, 12, 14 € 16 atomos de carbono. Os derivados sintetizados sdo ésteres, tioésteres



e amidas porque sdo mais lipofilicos, portanto, penetram nas micobactérias mais facilmente do
que o acido correspondente. Para que os compostos sejam ativos, € necessario que atinjam o local
de acdo sem sofrer alteragdes em sua estrutura. Assim, é necessario que esses compostos Sejam
resistentes a hidrolise por enzimas humanas.

O grupo nitro ¢ considerado um grupo funcional versatil e unico em quimica medicinal. Apesar
de uma longa historia de uso em terapéutica, o grupo nitro tem problemas de toxicidade e ¢
frequentemente classificado como um alerta estrutural ou toxicoforo. Em geral, os farmacos
contendo grupos nitro tém sido amplamente associados 4 mutagenicidade e genotoxicidade.
Nesse contexto, as relagdes estrutura-mutagenicidade ou estrutura-genotoxicidade tém sido
estudadas.

Todos os derivados foram sintetizados partindo dos acidos benzoicos substituidos
correspondentes, os quais, apds conversao nos respetivos cloretos de acido ou apds a protonagao
do acido carboxilico reagiram com diferentes alcoois (tiois, aminas).

Os estudos de atividade foram realizados na estirpe H37Rv do M. tuberculosis. Nestes estudos,
foram analisadas as concentracdes minimas necessdrias para inibir 90% e pelo menos 50% do
crescimento bacteriano. Observou-se aqui que as amidas lipofilicas sdo mais ativas do que os
ésteres ou tioésteres derivados, entre as quais as amidas dinitrosubstituidas e 3-nitro-5-
trifluorometilsubstituidas possuem maior atividade.

Os estudos de estabilidade foram realizados em homogenato de micobactéria, em plasma
humano e em tampdo fosfato pH 7,4. Os estudos em plasma humano permitiram observar se 0s
compostos sdao suscetiveis a hidrolise enzimatica por partes das enzimas presentes neste
compartimento corporal. Os testes em tampao fosfato pH 7,4 foram realizados para avaliar a
estabilidade quimica dos compostos. Os estudos em homogenato de micobactéria foram
realizados para avaliar a reacao de hidrdlise enzimatica em micobactéria.

Verificou-se que novos pro-farmacos com base em ésteres lipofilicos ativos contra M.
tuberculosis suscetivel tém estabilidade adequada na presenca de plasma. As amidas sdo mais
estaveis no plasma e tém maior atividade contra M. tuberculosis. A razdo provavelmente esta na
velocidade de ativacdo de ambos os tipos de pro-farmacos; enquanto os ésteres sdo facilmente
ativados por esterases micobacterianas, as amidas sdo resistentes a ativacao e nao se convertem em
acidos correspondentes a uma velocidade adequada. Avaliando a estabilidade e atividade de ambos
0s tipos de compostos surgiu ideia que 0s compostos ndo necessitam ativagido enzimatica para atuar.

Os tioésteres possuem atividade e estabilidade semelhante com ésteres.

Também foi feita uma comparagdo entre as constantes cinéticas de hidrdlise enzimatica e
hidrdlise quimica para avaliar se a hidrdlise quimica tem impacto nos estudos de estabilidade em

plasma humano. Verificou-se que para todos os compostos esse tipo de hidrolise ndo tem impacto.



Com base neste estudo, pretende-se desenvolver novos farmacos com atividade contra a tuberculose,
a fim de combater estirpes resistentes aos tratamentos atuais.

Futuramente, serdo necessarios mais estudos com esse tipo de derivados, como testes de
toxicidade, estudos de modelagem, estudos com homogenato de figado, entre outros. Além disso, €
necessario compreender o mecanismo que leva a inibi¢ao do crescimento bacteriano pelos derivados

do acido benzoico substituido.
1.1 Tuberculose

1.1.1 Epidemiologia

Em todo o mundo, cerca de 10 milhdes de pessoas adoecem com tuberculose (TB) a cada ano. A
maioria das pessoas que desenvolvem TB (cerca de 90%) sdo adultos. A propor¢ao de homens para
mulheres ¢ de 2:1, e as taxas de casos a nivel nacional variam de menos de 50 (Emirados Arabes
Unidos) a mais de 5000 (Africa do Sul) por 1 milhdo de habitantes por ano. Quase 90% dos casos a
cada ano ocorrem em 30 paises com alta taxa de TB. Estima-se que 1,7 bilides de pessoas em todo o
mundo estejam infetadas com M. tuberculosis e, portanto, em risco de desenvolver a doenga.l!!

Com um diagnostico e tratamento adequados com antibidticos de primeira linha durante 6 meses,
a maioria das pessoas que desenvolvem TB podem ser curadas e a transmissao da infe¢o reduzida.
O ntimero de casos de TB que ocorrem a cada ano (portanto, o numero de mortes relacionadas com
TB) também pode ser diminuido pela reducdo da prevaléncia de fatores de risco (por exemplo,
tabagismo, diabetes e infe¢ao por HIV), fornecendo tratamento preventivo para pessoas com infe¢ao
latente e agdo multissetorial sobre os determinantes mais amplos da infegao (como, por exemplo,
pobreza, qualidade de vida e subnutrigdo).

A tuberculose continua a ser um grave problema de saude publica, especialmente em paises em
desenvolvimento, voltando a ocupar um papel de destaque entre as principais doengas infeciosas.
Muitos foram os fatores que contribuiram para isso, podendo-se destacar a desigualdade social, 0s
aglomerados populacionais, os movimentos migratorios, o envelhecimento da populagdo, o
aparecimento, cada vez mais comum de estirpes de bacilos resistentes aos fArmacos conhecidos, € o
surgimento, na década de 80, da “Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)” ou “Acquired
Immuno Deficiency Syndrome (AIDS)”.!

1.1.2 Etiologia e Patogénese

A tuberculose surge quando um individuo saudavel inala provenientes de pessoas com
tuberculose ativa. As goticulas inaladas devido ao seu pequeno tamanho penetram nos alvéolos
terminais dos pulmdes, onde sdo fagocitadas por macrofagos pulmonares e células dendriticas. Se 0s

macrofagos forem incapazes de destruir as micobactérias, elas continuam a multiplicar-se até a
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rutura dos mesmos. Os bacilos libertados sdo posteriormente ingeridos por macrofagos sanguineos
inativados e atraidos para o pulmao por fatores quimiotaticos.’> Nos pulmdes, 0 M. tuberculosis
também pode infetar células endoteliais, células M e células epiteliais tipo 1 e 2, o que significa que
M. tuberculosis pode infetar células ndo fagociticas também. 1213

A forma extrapulmonar, que atinge outros 6rgdos que nao o pulmao, ocorre mais frequentemente
em pessoas infetadas com o HIV, especialmente entre aquelas com comprometimento
imunolégico.*

Na fase inicial da infe¢do, a bactéria internalizada atravessa a barreira epitelial-endotelial e a
captacdo de M. tuberculosis pelas células epiteliais alveolares desencadeia a liberagdo de
quimiocinas®, criando um gradiente responsavel pela migracio dos fagdcitos mononucleares
infetados. A libera¢do de quimiocinas (principalmente MCP-1) pelas células epiteliais alveolares cria
um gradiente entre o lado alveolar e o lado endotelial, resultando na estimula¢do da migracdo de
mondcitos. A migracdo de mondcitos através da barreira epitélio-endotelial alveolar depende nao
apenas da producdo de quimiocinas, mas também da presencga de moléculas de superficie tanto nas

células epiteliais alveolares quanto nas células endoteliais. Figura 1 mostra um esquema da

translocagdo de M. tuberculosis através da parede alveolar.™

M. tuberculosis .
0 Mondcitos
Macrofagos
® o o
L)

CQuimiocinas

Células epiteliais
alveolares tipo Il

Membrana basal

—— (Células endoteliais

Migrando monécito / macréfage

Quimiccinas

Figura 1 Representacio esquematica dos estagios de translocagio do M. tuberculosis
através da parede alveolar.’®

! Quimiocinas ou citocinas quimiotaticas, sio uma familia de pequenas citocinas ou proteinas sinalizadoras
secretadas por células que induzem o movimento direcional de leucdcitos, bem como outros tipos de células,
incluindo células endoteliais e epiteliais.



1.1.3 Micobactérias

As micobactérias sdo bacilos Gram-positivos finos (0,2 - 0,4 x 2 - 10 um), imdveis, aerobios e
que nao formam esporos. A parede celular contém peptidoglicano semelhante ao de outros
organismos Gram-positivos. Ligado ao peptidoglicano esta uma miriade de polissacarideos de cadeia
ramificada, proteinas e lipidos. Os &cidos gordos de cadeia longa chamados acidos micélicos sao de
particular importancia. Estes 4cidos que ddo nome as micobactérias, constituem mais de 60% da
massa total da parede celular e sdo definidos para cada espécie.™®

O género Mycobacterium compreende mais de cento e cinquenta espécies reconhecidas, a maioria
das quais reside no meio ambiente e muitas podem ser patogénicas para mamiferos.®

Essas bactérias sdo divididas em 2 grupos: Micobactérias ndo tuberculosas (NTM) e complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTC). A categoria das micobactérias ndo tuberculosas (NTM) inclui
todas as micobactérias que podem causar outras doengas, mas nio a tuberculose.!”*8 Espécies como
M. avium, M. smegmatis e M. ulcerans pertencem a este grupo.® Por outro lado, as micobactérias
pertencentes a0 MTC sdo as que transmitem a doenca da tuberculose. Este grupo inclui: M.
tuberculosis, M. bovis e M. caprae.®? Além desta distingio, também se utiliza outra classificagio
baseada na velocidade de crescimento das bactérias. Assim estas podem ser classificadas em
bactérias de crescimento rapido (como, por exemplo, M. smegmatis) e bactérias de crescimento lento
(como, por exemplo, M. bovis e M. tuberculosis). As espécies de micobactérias com maior
significado clinico estio descritas na Tabela 1.132

Tabela 1 Classificacdo das espécies micobacterianas atendendo a sua patogenicidade
para o Homem. %

M. paratuberculosis
M. asiaticum

M. malmoense

M. shimoidei

M fortuitum™®
M. chelonae*

M. tuberculosis M. avium (%) M. gordonae
M. bovis (V) M. intracelulares (2) M. terrae
M.africanum (") M. scrofulacenm M. triviale

M. kansasii M. nonchromagenicum
M. leprae M. xenopi M. flavescens

M. marinum M. farcinogenes
M. wlcerans M. simiae M. microti (")
M. haemophilum M. szulgai M. lepraemurium

M. segmatis®

M. termoresistibilie®
M. fallax*

M. phiei*

M. vacae®

M. paraforiuwitum®
M. guwnum*

M. chitae*

M. duvalii®

M. gibhum®

M. neoaurum®

M. gadium*®

M. senegalense®
M. komossense*
M. sphagni*

M. agri®

M. aichiense*

*- Micobactérias de crescimento rapido; (1 )-Micobactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis; (2 )-

Micobactérias pertencentes ao complexo M. avium.




As micobactérias incluem uma ampla gama de espécies patogénicas para humanos
e animais. Algumas, como M. tuberculosis, ocorrem exclusivamente em humanos em
condi¢des naturais. Outras, como M. intracellulare, podem infetar varios hospedeiros,
incluindo humanos, mas também existem no estado de vida livre. A maioria das
espécies nao patogénicas sao muito abundantes no meio ambiente. As doengas causadas
por micobactérias desenvolvem-se geralmente lentamente, seguem um curso cronico e
provocam uma resposta granulomatosa. A infectividade de espécies patogénicas ¢
bastante alta, mas a viruléncia para humanos saudaveis ¢ baixa. As bactérias mais
patogénicas desse género sdo o M. tuberculosis, causador da tuberculose, o M. leprae,

causador da hanseniase, e o M. ulcerans, causador da tlcera, infegdo superficial grave.13

O M. smegmatis pode ser encontrado principalmente no solo, 4gua e plantas.®® Em
termos metabolicos, o0 M. smegmatis ¢ um organismo aerobio, que realiza a fosforilagao
oxidativa, de modo a obter a energia necessaria para o seu crescimento. Este
microorganismo ¢ ainda quimiolitotréfico, utilizando compostos inorganicos como o

monoxido de carbono do solo, como fonte de carbono e energia.??!’

Esta micobactéria ¢ frequentemente usada como modelo para o estudo da
tuberculose, visto ser uma bactéria de crescimento rapido, ndo entrar em células
epiteliais e ndo ser patogénica. 2’

O M. bovis é uma bactéria aerdbia, de crescimento lento e que causa a tuberculose
em bovinos.?'® Esta micobactéria é semelhante ao M. tuberculosis, no que diz respeito
ao metabolismo e estrutura celular.?! Estirpes atenuadas de M. bovis tém sido utilizadas

em vacinas antituberculose BCG desde a década de 1920.%

1.1.3.1 Mycobacterium tuberculosis

O M. tuberculosis é uma bactéria aerobia e necessita de elevados niveis de oxigénio
para sobreviver. A reativacdo geralmente ocorre em areas do corpo com niveis de
oxigénio relativamente altos e baixa drenagem linfatica, mais frequentemente no apice

pulmonar.®

O bacilo M. tuberculosis pertence ao género Mycobacterium, familia
Mycobacteriaceae, sub-ordem Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetales.?? O M.
tuberculosis ¢ um bacilo (estrutura bacilar ou cocobacilar) reto ou ligeiramente curvo

(Figura 2).242°
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Figura 2 M. tuberculosis observado por uma microscopia eletrénica.”®

As colonias dessas micobactérias ou apresentam uma coloragdo castanho-brilhante
ou ndo sdo pigmentadas e dificilmente podem ser coradas pelo método de Gram. (Figura
3) No entanto, sdo consideradas como bactérias Gram-positivas pela estrutura basica da
parede celular, que ¢ tipica destas bactérias: uma membrana plasmadtica interna
recoberta por uma camada espessa de peptidoglicano e auséncia de membrana

externa.2426:27

Figura 3 Colénias de M. tuberculosis em meio Lowenstein-Jensen.?

Além destas caracteristicas, as bactérias do complexo formam agrupamentos de
ramos alongados e tortuosos mais conhecidos como “cordas”.?* Os acidos micolicos do
envelope sao lipidos alfa-ramificados tnicos encontrando-se também na parede celular
de Corynebacterium. Pensa-se que os acidos micolicos sejam determinantes na

viruléncia do M. tuberculosis. Provavelmente, eles previnem o ataque a micobactéria por



proteinas cationicas?, lisozimas® e radicais de oxigénio no granulo fagocitico.?®?® O

tempo de geragdo de M. tuberculosis em animais infetados ¢ normalmente de 24h. O
estado de laténcia em que o bacilo permanece inativo dentro do tecido infetado resulta
da resposta imune mediada por células que ndo sdo capazes de erradicar a infegdo. Para
prevenir o crescimento do M. tuberculosis durante infegdes persistentes, a estratégia
utilizada pelo hospedeiro consiste na formacdo de granulomas (agregados de células
imunes em redor dos tecidos infetados).?®®> As micobactérias podem permanecer nesse
estado de laténcia durante décadas e, posteriormente, uma falha do sistema imunoldgico

pode permitir o seu renascimento e a ativacio da doenca.? %°

1.1.3.1.1 Estrutura da parede celular e permeabilidade aos farmacos

Parede celular de
Mycobacterium tuberculosis

Porina -.__ , ,
. @ Lipoarabinomanano

. "7~ Glicolipidos
=~-.__  Acidos
Micdlicos

™ Peptideoglicano

~~---.._ Membrana
Celular

Figura 4 Representacio esquematica do envelope celular do M. tuberculosis.

Como ja& mencionado, as micobactérias possuem uma parede celular com

caracteristicas bastante particulares, que influencia diretamente a permeabilidade a

2 proteinas catidnicas - também conhecida como ribonuclease 3, é uma proteina basica localizada na
matriz primaria dos eosino6filos e possui atividades neurotoxicas, helminto-tdxicas e ribonucleoliticas.

3 Lisozima ¢ uma proteina que destroi o esqueleto glicosidico do peptidioglicano, ou seja, destroi a
camada protetora de muitas bactérias.



alguns farmacos. A parede celular ¢ altamente hidrofobica o que diminui a
permeabilidade a muitos compostos (Figura 4).223137-39 E composta por dois
segmentos, superior ¢ inferior. A camada seguinte ¢ constituida por peptidoglicano
(PG) ligado covalentemente ao arabinogalactano (AG), que por sua vez esta ligado aos
dcidos micolicos.®?>** Este conjunto é denominado ntcleo da parede celular do
complexo micolil arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP). O segmento superior ¢
fino e hidrofébico, rico em 4cidos micélicos e em 4cidos gordos ramificados.®? Os
acidos micolicos representam um terco (massa seca) desse envelope que para além
destes também ¢ constituido por  acidos gordos p-hidroxi «a-ramificados
excecionalmente longos (até 90 4tomos de carbono).®® O folheto externo dessa
membrana consiste em lipidos menores e extraiveis.>> A membrana externa apresenta
baixa fluidez com temperaturas de transi¢ao de fase de até 70 ° C e ¢ uma barreira de

permeacdo extremamente eficiente protegendo a célula de compostos toxicos.®

Os acidos micdlicos sdo de grande importancia na estrutura e manutencao da parede
celular, visto que constituem a zona interna da bicamada lipidica e possuem baixa
fluidez, que contribui para a baixa permeabilidade da parede celular microbiana e para

a sua resisténcia natural a farmacos.?>*°

Estes microbios produzem uma diversidade fascinante de lipidos. O elevado
contetdo lipidico da parede celular micobacteriana constitui uma barreira na difusdo
dos antimicrobianos. Por exemplo, a natureza hidrofobica da parede celular e a sua
constitui¢do em acidos micoélicos e glicolipidos de cadeia longa, permite que farmacos
hidrofobicos se difundam com alguma facilidade.*® No entanto, o mesmo nio acontece
com os antimicrobianos hidrofilicos. Para a absor¢do de pequenos nutrientes
hidrofilicos, as micobactérias possuem canais especiais que cruzam a membrana
externa, geralmente chamados porinas. As porinas podem ser definidas como canais
proteicos que predominam na parede das micobactérias e que sdo responsaveis pelo
influxo de solutos hidrofilicos, e antibidticos a uma baixa velocidade de absorgdo.3%4
Além, de permitirem a passagem de substancias, a existéncia de porinas também
influencia o crescimento micobacteriano e a resisténcia a farmacos. A concentragdo de
porina em Mt ¢ baixa , o que provavelmente reduzirda a vulnerabilidade e a taxa de
crescimento.?? Deste modo, por vezes, o crescimento micobacteriano ¢ perturbado

devido a passagem lenta de solutos hidrofébicos por difusdo passiva.®
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Tendo em consideragdo a arquitetura de parede celular, prevé-se que todas as
micobactérias precisam de porinas para superar a barreira de permeabilidade de
membrana externa (ME) a solutos hidrofilicos. Estas porinas sdo consideradas cruciais
para a eficacia do farmaco porque os trés farmacos importantes — isoniazida (3),
etambutol (7) e pirazinamida (8) - sdo pequenas moléculas polares, que podem

facilmente entrar dentro da micobactéria através do canal de porina.??*

O M. tuberculosis e 0 M. smegmatis apresentam divergéncia na sequéncia das
porinas o pode realmente refletir diferengas estruturais e funcionais destas estruturas.
As porinas s3o as primeiras portas da célula bacteriana e, como tal, devem permitir o
influxo de nutrientes necessarios ao crescimento €, a0 mesmo tempo, proteger as

células de concentracdes potencialmente prejudiciais de compostos toxicos.*?

1.1.4 Tratamento

Os principios basicos para o tratamento da tuberculose incluem a associacio
medicamentosa adequada, com doses corretas e uso por tempo suficiente, além da
supervisao da toma dos medicamentos. Se o esquema terapéutico for seguido de forma
adequada a cura ¢ garantida em praticamente 100% dos casos assim como a redugao do

periodo de transmissibilidade da doenga.?

As micobactérias responsaveis pela tuberculose sdo patdgenos intracelulares. No
interior dos macrofagos os bacilos multiplicam-se de forma lenta, ja que as condigdes
sao desfavoraveis, devido ao pH acido do meio, a agdo enzimatica da célula e a
deficiente oferta de oxigénio. 2 Como crescem mais devagar do que outras bactérias,
os antibidticos mais ativos contra as células de crescimento rapido mostram-se
relativamente ineficazes. As células de micobactérias também podem ficar latentes e,
assim, totalmente resistentes a muitos fairmacos ou morrer de modo muito lento. A
parede celular das micobactérias rica em lipidos é impermeavel a muitos agentes. As
espécies de micobactérias sdo patogenos intracelulares, e os organismos que residem
dentro dos macrofagos sdo inacessiveis aos farmacos que penetram mal nessas
células.*® Dessa forma, no interior dos macréfagos, os farmacos mais ativos sdo os que
se difundem em meio intracelular ¢ atuam em pH acido, que sdo: rifampicina (4),

pirazinamida (8) e etambutol (7).23

As micobactérias apresentam grande capacidade em desenvolver resisténcia. A

prevaléncia de mutantes resistentes a isoniazida (3) é de cerca de 1 em 10° bacilos.
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Como as cavidades de TB podem conter até 107 a 10° microorganismos, pode-se esperar
resisténcia preexistente nas cavidades pulmonares de TB de pacientes nao tratados.
Esses mutantes espontdneos podem ser selecionados e amplificados pela monoterapia
com isoniazida (3). Assim, para obviar 0 aparecimento de mutantes espontaneos sao
geralmente usados dois ou mais agentes. Como as mutagdes que resultam em resisténcia
aos medicamentos sdo acontecimentos independentes, a probabilidade de resisténcia a
dois agentes antimicobacterianos é pequena, cerca de 1 em 102 (1 x 108 x 10%),

probabilidade baixa considerando o nimero de bacilos envolvidos.*3#4

A quimioterapia da tuberculose iniciou-se em 1944 com introducdo da
estreptomicina (SM) (1), um antibidtico aminoglicosido efetivo no tratamento da
tuberculose, que foi isolado de cultura de Streptomyces griseus.***® Virios agentes
foram descobertos desde entdo, incluindo o acido para-aminossalicilico ( PAS) (12),
isoniazida (INH) (3), pirazinamida (PZA) (8), cicloserina (11), etionamida (9),
rifampicina (RMP) (4) e etambutol (EMB) (7).%’

CH; CH;

R = CH,CH{CH3), Rifabutma 5

= - Rifspenting 6

0, _NHNH, \L o
H ’
I . N
A\ HO o\ o~ N o | “j)\}iH:
| H =

= N

Isoniazida 3 Etambutol 7 Pirazinamida §

Figura 5 Estrutura dos farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da
tuberculose.
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Figura 6 Estrutura dos farmacos de segunda linha utilizados no tratamento da
tuberculose.

Por volta de 1955 adotou-se a combinagdo da estreptomicina (1) com isoniazida (3)
e 0 acido p-aminosalicilico (12), de modo a evitar possiveis resisténcias resultantes de
monoterapias. Com o aparecimento de multi-resisténcias surgiu outro regime de

tratamento envolvendo um primeiro tratamento durante dois meses com 4 farmacos: 8
- etambutol (7), isoniazida (3), rifampicina (4) e pirazinamida (8).

seguindo-se posteriormente um tratamento durante quatro meses com isoniazida (3)
e rifampicina (4).%
Os pacientes que seguem esse esquema tornam-se nao infeciosos apds as primeiras

semanas, mas 0s meses restantes sao cruciais para erradicar uma fracao de crescimento
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lento dos bacilos e também para dar tempo para a agao do sistema imunologico do

hospedeiro alcangar a cura clinica.*®

A selecdo dos fdrmacos a usar, o tempo de tratamento e eventuais procedimentos
dependem da idade, das comorbilidades, da possivel resisténcia aos farmacos, da forma de

tuberculose (latente ou ativa) e da localizagdo da infe¢ao no organismo.

As estirpes de tuberculose (TB) resistentes aos medicamentos (TB-DR) sdo mais dificeis

de tratar do que as estirpes sensiveis aos medicamentos.

Regime para tuberculose suscetivel a rifampicina e resistente a isoniazida. Em
pacientes com tuberculose confirmada suscetivel a rifampicina, resistente a isoniazida,
o tratamento com rifampicina, etambutol, pirazinamida e levofloxacina ¢ recomendado

por um periodo de 6 meses.

Regime mais curto contendo para TB-MR ou TB-RR. Em pacientes com
tuberculose multirresistente ou rifampicina (TBMR/RR) em regimes mais curtos como
regimes padronizados com duragdo prevista de 9 a 12 meses, incluindo 4 a 6 meses de
canamicina, moxifloxacina, protionamida, clofazimina, pirazinamida, etambutol e
isoniazida em alta dose, seguidos por 5 a 8 meses de moxifloxacina, clofazimina,

pirazinamida, etambutol e, opcionalmente, protionamida.

Regimes mais longos para TB-MR ou TB-RR. Em pacientes com tuberculose
multirresistente ou rifampicina (TBMR/RR) em regimes mais longos como regimes
individualizados que incluiam uma fluoroquinolona de Gltima geragcdo e um injetavel
de segunda linha entre pelo menos cinco medicamentos anti-TB. A duragdo total do
tratamento € de 18 a 20 meses. Pode ser modificado dependendo da resposta do paciente

a terapia.

Os medicamentos atuais para TB podem ser divididos em duas categorias:
medicamentos bacteriostaticos e bactericidas. Os farmacos bacteriostaticos incluem
EMB (7) e PAS (12), enquanto os farmacos bactericidas incluem INH (3), RIF (4), SM
(1) e FQ (fluoroquinolonas) (Figura 7). No entanto, a distingdo entre farmacos
bacteriostaticos e bactericidas ¢ apenas relativa, porque alguns farmacos
bacteriostaticos podem ser bactericidas em algumas condi¢des (como concentragdes
mais altas do farmaco, inoculo menor). Por exemplo, PZA (8) pode mostrar atividade
bactericida contra um pequeno numero de bacilos que ndo crescem em pH acido, mas

mostra principalmente atividade bacteriostatica para bacilos em crescimento com
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metabolismo ativo. “4° Os farmacos atuais para TB também podem ser classificados
como farmacos de primeira ou de segunda linha. Os farmacos de primeira linha incluem
INH (3), RIF (4), PZA (8) e EMB (7); os medicamentos de segunda linha incluem SM
(1), canamicina (14), amicacina (13), capreomicina (17), cicloserina (CS) (11), PAS
(12), ETH (9) / PTH (10), tiacetazona (15) e FQ (Figura 7). De acordo com a sua
especificidade, os medicamentos para TB também podem ser agrupados como
medicamentos especificos para TB ou micobactérias, como INH (3), PZA (8), EMB
(7), PAS (12), ETH (9) e tiacetazona (15), e os antibioticos de amplo espectro, como
RIF (4), SM (1), canamicina (14), amicacina (13), capreomicina (17), CS (11) e FQ
(Figura 7). Pelo seu mecanismo de acdo esses medicamentos podem ser agrupados
como inibidores da sintese da parede celular, inibidores da sintese de acido nucleico,

inibidores da sintese de proteinas e inibidores da sintese do ATP (Figura 8).>°

Ciprofioxacina 18 Maxifloxacina 19
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7 N B N
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HC '\../I \,fLHCHB -\.,/} "’A
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NH, O

I
. H,C,, l/\. ; 2
; = g -.l‘- Z\i
oy F A
¢H,

Enofloxacing 23 Esparfloxacing 24
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Figura 7 Estrutura dos farmacos de segunda linha utilizados no tratamento da
tuberculose (fluoroquinolonas).
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Figura 8 Farmacos antituberculose agrupados de acordo com 0s mecanismos de a¢io
possiveis. *

1.2 Pro-Farmacos

Para otimizar as propriedades fisico-quimicas de um farmaco, podem-Se derivatizar certos
grupos funcionais polares através de processos biorreversiveis com pequenas moléculas
organicas, mascarando tais caracteristicas sem alterar permanentemente as propriedades da
molécula. Esta estratégia tem sido aplicada com sucesso a grupos funcionais tais como
alcoois e acidos fracos, que, convertidos em ésteres, podem ser regenerados in vivo por via
quimica ou enzimatica nos alcoois e 4cidos fracos iniciais. Este processo ¢ também
denominado latenciagio de farmacos.” O termo “latente” significa presente ou existente, mas
ndo manifestado, exibido ou desenvolvido.™

Em 1958, Adrien Albert definiu pro-fArmaco como qualquer composto que sofre
biotransformacdo antes de manifestar os seus efeitos farmacoldgicos.™"® Outra defini¢io
mais alargada considera como pro-farmacos, derivados inativos, obtidos por transformagéo
quimica do farmaco e que sdo convertidos por reagdo quimica, enzimatica ou ambas no
farmaco matriz no organismo, antes ou ap6s alcangar 0 seu local de agio (Figura 9).%%7* Para
se conseguir um pro-farmaco ideal € importante garantir que o pro-farmaco seja efetivamente
convertido no farmaco ativo depois de absorvido na corrente sanguinea, mas também ¢
importante garantir que os grupos clivados da molécula ndo sejam toxicos para o

organismo.5062
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Figura 9 Representa¢io esquematica do conceito de pré-farmaco.”

A industria farmac€utica usa o desenvolvimento de proé-farmacos como estratégia para
melhorar caracteristicas desfavoraveis de algumas moléculas que possam impedir a aplicagdo das
mesmas.®® Essa caracteristica de favoraveis podem ser farmacéuticas, farmacocinéticas ou
farmacodinamicas. Assim, propriedades farmacéuticas que podem ser melhoradas com esta
estratégia sdo, por exemplo, estabilidade quimica insuficiente, baixa solubilidade, odor e sabor
desagradavel ou irritagdo e dor. As propriedades farmacocinéticas que podem ser melhoradas sio,
por exemplo, baixa absorgdo oral do farmaco, acentuada metabolizagao pré-Sistémica, curta
duragdo de acdo ou distribui¢do desfavoravel no organismo. Por fim, as propriedades
farmacodinamicas que podem ser melhoradas, estdo relacionadas com a toxicidade.®®” Desta
forma, o desenho de pro-farmacos permite melhor a formulagao, aumentar a solubilidade, a
estabilidade quimica, a biodisponibilidade, a absor¢do, a distribuicdo e a seletividade para
determinados 6rgéaos/locais do organismo. Também pode permitir prolongar o tempo de agao,
diminuir os efeitos secundarios e melhorar a adesdo a terapéutica por parte do doente.6166.68

De acordo com a sua composicdo ou estratégia de acdo os pro-farmacos podem ser
classificados como cléssicos, bioprecursores, mistos ou dirigidos.®

Classicos:

Sao formados pelo farmaco e um transportador. Neste caso a molécula ativa esta ligada a um
grupo transportador que pode ser removido enzimaticamente, como, por exemplo, um éster que é
hidrolisado ao fArmaco ativo contendo um 4cido carboxilico. A ligacdo ao grupo transportador
deve ser suficientemente labil de modo a permitir a libertacdo eficiente do farmaco in vivo, e 0

grupo transportador deve ser ndo toxico e biologicamente inativo, ao mesmo tempo que altera as
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propriedades fisicas do farmaco ou permite a sua distribuigao seletiva.8”-" Este transportador pode,
também, ter atividade bioldgica por si so, sendo nesse caso chamado pro-farmaco miituo.’

Bioprecursor:

Os bioprecursores sao compostos que sdo convertidos num novo composto através do
metabolismo ou por métodos quimicos sendo o novo composto o principio ativo. Esse tipo de
farmaco € naturalmente inativo, ndo apresentando, dessa forma, transportador. Um exemplo de
ativacdo de bioprecursores através do metabolismo ¢é o caso de farmacos que sao ativados pelo
sistema REDOX hepatico.” A, maioria dos compostos contendo o grupo nitro requer a redugio
enzimatica para exercer a sua atividade biologica. (1.2.4.1) No entanto a ativa¢ao de pro-farmacos
usando reagdes comuns do metabolismo (hidrolise, descarboxilagdo, oxidagado, redugdo, entre
outros) depende das enzimas presentes enquanto os métodos quimicos ndo dependem de
enzimas.%72

Mistos:

Sao compostos pelo farmaco e um transportador, porém, apos a quebra, o fArmaco permanece
inativo. Ha necessidade, entdo, de outra reacdo para tornar esse farmaco ativo. Isto €, apresentam-
se como moléculas biologicamente inativas, que necessitam de sofrer diversas reagdes quimicas
para se converterem na forma ativa, aumentando a concentragdo do farmaco ativo num local de
acio especifico.”

Dirigidos:

Apresentam um transportador com a func¢do de transportar seletivamente o farmaco até um
sitio de ligacdo especifico para reduzir, assim, a acdo inespecifica de alguns farmacos. Esse
transportador deve ser especifico para determinados recetores ou enzimas existentes apenas no
local de agdo do farmaco.’

Curiosamente, entre os agentes de primeira e segunda linha disponiveis atualmente para
tratamento da tuberculose a, INH (3), PZA (8) e etionamida (9) (ETH) sao pro-farmacos que
exercem o seu efeito por meio da ativagio metabodlica micobacteriana.®’ PZA (8) entra nos bacilos
por difusdo passiva e convertida na sua forma ativa, 4cido pirazindico (POA), pela pirazinamidase
(PZase)/nicotinamidase (Figura 10).%28282 O INH (3) ¢ ativado pela catalase/peroxidase (KatG),
gerando um radical isonicotinoilo, que ent?o se liga a0 NADH,® dando origem a um aduto INH-
NADH, que ¢ um potente inibidor de InhA (Figura 11).”® ETH (9) é estruturalmente semelhante a
INH (3), e S-oxigenagao da por¢do ETH tioureia esta envolvida na bioativagao de um metabolito
hepatotdxico conhecido por reter atividade total contra TB.8%848 A conversio de ETA (9) mediada

por monooxigenase (EthA) resulta na formagio do sulfoxido correspondente (Figura 12).” Além
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da etionamida (9), varios outros pro-farmacos de tioamida e provavelmente a tiacetazona (TAZ)

sdo ativados pela EthA .5+
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Figura 10 Mecanismo de aciao da PZA (8).
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Figura 11 Metabolismo e ativa¢iio da isoniazida (3).*
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Figura 12 Mecanismo de a¢do da etionamida (9).

O principal problema relacionado com o uso de pré-farmacos bioativados por
micobactérias € o surgimento de estirpes resistentes devido a mutagdes no gene que
codifica o ativador. E o caso do INH (3) e do ETH (9).8* Os principais mecanismos de
resisténcia a esses dois farmacos sdo mutagdes nos genes katG e ethA, que impedem a
formagdo dos aductos INH-NAD ou ETH-NAD. Por exemplo, a mutagdo KatG
(S315T) ¢ encontrada em cerca de 94% dos isolados clinicos de M. tuberculosis
resistentes a INH (3).8* Esse problema ainda néo foi resolvido, apesar de a INH (3) ser

atualmente o antitubercular mais utilizado.”’

1.21 Hidrolise
A reagdo de hidrélise refere-se a quebra de ligagdes quimicas por adicdo de uma
molécula de dgua. Os pro-farmacos sintetizados como ésteres e/ou amidas podem ser

ativados por hidrélise enzimatica ou por hidrolise quimica.

1211 Hidrdlise Quimica

A hidrolise quimica de derivados carboxilicos pode ser catalisada por um éacido ou
uma base, sendo o mecanismo de adi¢do - elimina¢do por meio de um intermedidrio
tetraédrico. Um esquema geral de hidrolise de ésteres apresentado aqui na Figura 13 e

amidas na Figura 14.112
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Figura 13 Esquema de hidrolise quimica de ésteres: (a) catalise acida (b) catalise
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Figura 14 Esquema de hidroélise quimica de amidas: (a) catalise acida (b) catalise
basica. !

Na hidrolise catalisada por H" (catalise 4cida especifica) (Figura 14a), a protonagdo
do atomo oxigénio do carbonilo leva a formagdo um de um intermediério tetraédrico
em que o carbono ¢ mais eletrofilico facilitando a adi¢do do nucleéfilo, isto ¢, uma
molécula de H2O. A hidrélise catalisada por acido de ésteres € reversivel porque o
alcool ou fenol ¢é nucleofilico.®4114

Na hidrélise catalisada por hidroxilo (hidrélise catalisada por base especifica)
(Figura 14b), o intermediario tetraédrico é formado pela adi¢do de um ido HO"

nucleofilico. Em seguida, o intermediario desloca o par de eletrdes do ido alcoxilo,

formando o acido carboxilico com a saida do grupo abandonante. Depois, a
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transferéncia de um protao leva aos produtos da reagdo. Esta reacao ¢ irreversivel para
ésteres, Visto que 0 ido carboxilato formado é desprotonado em solugdes basicas e,
portanto, ndo pode adicionar o alcool nucleofilico ou fenol 411

A reatividade do éster em relacdo a um nucledfilo particular depende de 1) da
capacidade relativa de doagdo ou eliminagdo de eletrdes dos substituintes no grupo
carbonilo devido ao efeito indutivo, e 2) da capacidade relativa da porgdo -OR para
atuar como um grupo abandonante. Assim, substituintes eletronegativos aceleram a

hidrolise.®*
1.2.1.2 Hidrolise Enzimatica

Uma hidrdlise enzimatica consiste numa reacao quimica catalisada por uma enzima
(uma hidroélase) que utiliza agua (H20) para quebrar uma molécula em duas outras
moléculas. A hidrélise enzimatica de derivados de acido carboxilico € muito mais eficaz
que a hidrélise quimica, uma vez que ocorre um decréscimo da energia de Gibbs, o que
permite que a barreira de energia no estado de transicdo seja ultrapassada.®*

As hidrolases incluem as seguintes trés caracteristicas cataliticas no sitio ativo que
aceleram enormemente a taxa de hidrélise. Primeiro, cada um contém um componente
eletrofilico, que aumenta a polarizagdo do grupo carbonilo no substrato (Z* na Figura
15). Em segundo lugar, cada um tem um nucleéfilo (Y: na Figura 15) para atacar o
atomo C do carbonilo, levando a formacdo de um intermediario tetraédrico. E,
finalmente, cada um tem um doador de protdes (H — B na Figura 15) para transformar

a porgao —OR num grupo de saida melhor. 116

N

*

]
R—E—=0—~R
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Figura 15 Grupos cataliticos comuns de hidrélases envolvidos na hidroélise da ligacio
éster.
7.+ = componente eletrofilico polarizando o grupo carbonilo; Y: = grupo
nucleofilico atacando o atomo C da carbonilo; H — B = doador de protdes
transformando a por¢io —OR num grupo de saida melhor. *
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Essas trés funcionalidades cataliticas sdo semelhantes em todas as enzimas

hidroliticas, mas os grupos funcionais reais que as realizardo diferem entre as

hidrolases.!!

Lémen do reticulo endoplasmético

HIEL—COOH |

Figura 16 Esquema simplificada para a hidrolise de ésteres com o exemplo da
carboxilesterasel (3.1.1.1) como um protétipo.*’

As hidrélases na sua forma cléssica catalisam a conversdao de um éster/amida num
acido carboxilico e um alcool/amina por uma reacao de hidrélise, utilizando uma triade
catalitica de uma serina nucleofilica, histidina de base geral e ativando o residuo acido
(Glu (Figura 16) ou Asp (Figura 17)).88 O mecanismo catalitico das serina hidrolases ¢
semelhante ao das treonina hidrolases e cisteina hidrolases. Todas as serina hidrolases
possuem uma triade catalitica (Ser-Asp-His ou Ser-Glu-His; ver Figura 16 e Figura 17),
e uma chamado bolsa de oxianido (Z* na Figura 15) formado por grupos NH da estrutura

principal 18
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Figura 17 Esquema detalhada para a hidrélise de amidas pela serina hidrélases com
o exemplo da quimiotripsina peptidase (EC 3.4.21.1) como um protétipo.**

O ciclo catalitico comega com a formagao de um complexo de Michaelis ndo covalente entre
aenzima e o substrato (Figura 17 Etapa a.), seguido de ataque nucleofilico ao substrato carbonil
C-atomo pelo grupo -OH da serina catalitica (Ser195 na Figura 16; Y: na Figura 15) forma um
intermediario tetraédrico covalente (Figura 17 Etapa b). A transferéncia do atomo H de hidroxi
Ser195 para um atomo N de imidazol de His57 ¢ essencial. Esta transferéncia ¢ facilitada pelo
Aspl02, o grupo carboxilato orienta adequadamente His57, garante a sua forma tautomérica
apropriada e estabiliza a forma carregada positivamente de His57 no estado de transi¢do. Os
grupos NH de cadeia principal de Gly193 e Ser195 (a bolsa de oxianido) polarizam o grupo
carbonilo, facilitando ainda mais o0 ataque nucleofilico e, em seguida, estabilizando o oxianido
resultante. Na etapa C (Figura 17), o atomo H imidazdlio (H-B na Figura 15) ¢ transferido para
o atomo N da ligacao amida, que € entdo clivada, formando um intermediario acil-enzima. A des-
acilagdo, a proxima etapa nesta sequéncia (Figura 17 Etapa d), ocorre quando uma molécula de
H>O entra na reagdo e substitui o componente amina. Assim, o imidazol ativa a molécula de H2O
por catalise basica geral levando a outro intermediario tetraédrico (Figura 17 Etapa e). Este
intermedidrio tetraédrico se decompde por sua vez e liberta o 4cido carboxilico e a enzima livre

(Figura 17 Etapa f).%
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1.2.2 Esteres como pro-farmacos

A derivatizagdo sob a forma de pro-farmacos de ésteres € uma ferramenta comum para
superar as desvantagens tipicamente associadas a formulacdo e distribuicdo de farmacos,
fornecendo uma estratégia cldssica para mascarar as funcionalidades polares do alcool e do
4cido carboxilico e melhorar a permeabilidade celular.?*'% Quando a ligagdo éster do pro-
farmaco ¢ clivada, o farmaco ativo ¢ liberto. Conforme mostrado na Figura 18, a clivagem
da ligacdo éster ocorre normalmente por hidrdlise (Figura 18, via A) ou oxidacdo (Figura
18, via B). Tradicionalmente, os ésteres foram projetados para serem ativados por esterases
humanas ubiquitarias; no entanto, com uma compreensdo mais profunda da especificidade
do substrato, essas funcionalidades podem agora ser ajustadas para os direcionar para
esterases humanas especificas ou para mudar a localizagdo da ativagdo dos pro-farmacos. 1%
110 As esterases mais importantes incluem carboxilesterase, acetilcolinesterase,
butirilcolinesterase, paraoxonase e arilesterase (Tabela 2). A clivagem por oxidagado de pro-

farmacos a base de éster ¢é catalisada pelo citocromo P450s.%

0] g (0]
1 Via A 1
R4—C—-0—-CH;—R> 7_—'» Ri—C—OH * Ry—CH>—OH
H,0

Via B
o OH 9 0 ?
Il —_— -
R—C-0-CH—R, @~ ® Ry—C-OH * Ry=C—H —» R,—C-oH
Figura 18 Vias para clivagem de liga¢do de éster.®

Via A: Esterases ou proteinas com atividade esterase. Via B: Citocromo P450s

Tabela 2 Principais enzimas envolvidas na bioconversido de pré-farmacos a base de

éster.
Tl.p & Nuamero L N
Enzimas EC Localizacao Referéncias
hidroliticas
Esterases A
Paraoxonase 3181 Plasma, figado, cérebro, rim, pulmao 91,92

Esterases B

Sangue, figado, cérebro, rim, pulmao, muisculo, intestino,
Carboxilesterase estdmago, pele, coragdo, mama, ovario, colo do utero,
3111 , . e A .. . 93,94,95
testiculo, bexiga, salvia, pancreas, tiredide, tecido nasal /
respiratorio / adiposo, placenta, timo, tumor

Plasma, figado, cérebro, musculo, nervo, rim, intestino, 96,97.98,99

Acetilcolinesterase 3117 . .
retina, placenta timo

Plasma, figado, cérebro, musculo, rim, intestino, retina,

97,98,99,100
placenta

Colinesterase 3.1.18
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Tipo

Enzimas Nuéné:ro Localizagao Referéncias
hidroliticas
Enzimas
oxidativas
Citocromo P450s Figado, cérebro, rim, pulméo, intestino, adrenal, testiculo, 101,102,103,104

pele, baco, placenta, mucosa olfatoria, tecido ocular, tumor

Uma vez que as esterases, se encontram amplamente distribuidas por todo o corpo, a ligagao éster
é bastante instavel in vivo.%® Os pro-farmacos a base de éster aumentam a biodisponibilidade oral da
terapéutica da TB em estudos pré-clinicos e potencialmente oferecem beneficios adicionais
relativamente a outras estratégias possiveis de derivatizagio.’

Uma desvantagem dos pro-farmacos éster € a suposicdo de que as hidrolases humanas nao
especificas removerdo quaisquer grupos de protecao do tipo éster antes da internalizagdo celular,
retirando assim a seletividade terapéutica adicional dada pelo pro-farmaco. Existem, no entanto,
exemplos de sondas moleculares, derivatizadas sob a forma de ésteres, que se mostraram resistentes
a ativacdo por uma ampla gama de hidrélases de mamiferos, mostrando deste modo que € possivel
selecionar determinados grupos de éster ortogonais*.8” Além de alteragdes nas propriedades fisico-
quimicas, os pro-farmacos de éster podem ser desenhados para serem ativados especificamente pela
esterases microbianas. Estes pro-farmacos do éster direcionados sdo capazes de atravessar a parede
das células bacterianas e veicular o composto intracelularmente. No interior da célula bacteriana o
pro-farmaco ¢ hidrolisado a forma ativa por esterases bacterianas intracelulares. Frequentemente
estes pro-farmacos demonstram melhorias significativas na atividade biologica quando comparados
com o composto ndo modificado.® O M. tuberculosis contém um nimero significativo de hidrélases
de serina (186 que correspondem aproximadamente a 4% do proteossoma)® enquanto que nas
bactérias comuns ou mesmo NOS humanos o seu ntimero corresponde apenas a cerca ~1% do
proteossoma. &%

A taxa de bioconversdo dos ésteres pode ser dificil de prever e por consequéncia os, efeitos
farmacologicos ou toxicologicos dos pro-farmacos também. Este facto pode ser um problema,
sobretudo quando se usam taxas de bioconversao obtidas em animais de experiéncia para prever a
bioconversdo em humanos. As diferengas entre espécies estdo relacionadas com a existéncia de
diferentes tipos de esterases interespécies e diferengas nas respetivas especificidades de substrato.'®
Mesmao dentro da mesma espécie, a taxa de hidrolise nem sempre é previsivel devido a variabilidade
entre individuos. Além disso, a bioconversao pode ser afetada por outros fatores, como idade, sexo

e doenga.100,106,107

4 grupos ortogonais - grupos protetores que exibem sensibilidade a um subtipo de enzimas e estabilidade
a outro subtipo, o que determina a seletividade da agdo dos pro-farmacos.
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1.2.2.1 Enzimas envolvidas na hidrolise de ésteres.

Hidrolases de éster carboxilico (CEHS) catalisam a hidrolise de ligagdes éster nos respetivos
alcoois e acidos carboxilicos e sdo onipresentes ao longo da vida. Muitos CEHs tém dobras o/
hidrolase padrao, que sdo compostas por trés camadas o/f/a, com a segunda folha B sendo
antiparalela a geralmente sete outras nas folhas  (Figura 19). Os membros deste grupo de enzimas
que hidrolisam diferentes substratos e formam produtos diferentes t€ém nomes diferentes tais como:
Carboxilesterases (EC 3.1.1.1), lipases de triacilglicerol (EC 3.1.1.3), fosfolipases A2s (EC 3.1.1.4),
lisofosfolipases (EC 3.1.1.5), acetilcolinesterases (EC 3.1.1.7), butirilcolinesterases (EC 3.1.1.8),

aminoacil - tRNA hidrélases (EC 3.1.1.29) e cocaina esterases (EC 3.1.1.84).1%
D

C

Asp

Figura 19 Apresentagio esquematica da o/p- hidrélase. Folhas f (1-8) sdo mostradas
como setas azuis, hélices a (A — F) como colunas vermelhas.!*®

As esterases usualmente catalisam a conversdo de um éster num acido carboxilico € num alcool
através de uma reacdo de hidrolise, utilizando uma triade catalitica constituida por uma serina
(nucleofilo), ativada pela histidina (base) que por sua vez ¢ ativada pelo residuo acido de acido
aspartico (Figura 20).% No entanto, esta generalizagio da atividade da esterase esconde a diversidade
e complexidade desta superfamilia de enzimas, com membros capazes de catalisar seletivamente a
hidrélise de diversas ligagdes quimicas, incluindo ésteres, tioésteres, fosfoésteres, amidas e

130-133 As

epoxidos. esterases microbianas também possuem a capacidade de hidrolisar ésteres,

tioésteres e fosfoésteres.28134135 Qs residuos cataliticos também variam, desde triades de Ser-His-

Asp e Ser-Ser-Lys até diades cataliticas de Ser-Lys, Ser-His e Ser-Asp. 20136137

Carboxilesterase. Carboxilesterases (CEs, EC 3.1.1.1) sdo membros da superfamilia das o/
hidrolases de serina e podem hidrolisar com eficiéncia uma variedade de xenobidticos contendo
éster, amida e carbamato nos seus respetivos acidos livres.!®® Embora as carboxilesterases mostrem
atividade e especificidade de substrato variaveis, dependendo da espécie e da localizagao, elas estdao
presentes praticamente em todo o corpo, incluindo intestinos, sangue, cérebro, pele e tumor. Existem
varias isoenzimas diferentes de carboxilesterases; com base na homologia de sequéncia e semelhanga

de caracteristicas, as isoenzimas foram classificadas em cinco subfamilias, CES1, CES2, CES3,
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CES4 e CES5.1 As carboxilesterases estio envolvidas na ativacio de vérios pro-farmacos
antivirais, anticancerigenos e antibioticos*2*

A CESI existe abundantemente no figado e adipocitos, com menor quantidade no rim, monocitos,
pulméo, intestino, testiculo, coracio e macrdfagos.’? A nivel intracelular esté presente no reticulo
endoplasmatico, citosol e lisossomas.®*%® Por outro lado, a CES2 é expressa principalmente no
intestino delgado e colon, mas também nos rins, figado, coragao, cérebro e testiculo. CES3 localizado
na membrana nuclear e reticulo endoplasmatico, CES4 localizado no citosol e CES5 secretado no
sistema reprodutor masculino.!?®

Deste grupo de hidrolases destacam-se também as lipases (EC 3.1.1.3),% enzimas que hidrolisam
ésteres de cadeia longa, como acilglicer6is constituintes dos triglicéridos e originam acidos gordos
de cadeia longa, que sdo tipicamente insoliveis ou pouco soltiveis em meio fisiologico. /125127129

Acetilcolinesterase. A acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) pode hidrolisar rapidamente o
neurotransmissor acetilcolina nas sinapses colinérgicas e nas jun¢des neuromusculares. A AChE ¢
uma enzima localizada na membrana externa das células no sitio da sinapse. E responsavel pela
metabolizagdo da ACh libertada na transmissdo pré-sinaptica em resposta a um potencial de agdo e
¢ fundamental para a manutencio da funcio colinérgica normal.®312

A AChE ¢ amplamente expressa em muitos tecidos do corpo incluindo musculo esquelético,
muitos tipos de neurénios nos sistemas nervosos central e periférico e varios outros tipos de células
que sao enervadas pelo sistema colinérgico, como glandulas endocrinas e exocrinas, células
musculares lisas e cardiacas e orgos sensoriais inseridos em epitélios. Em humanos, a AChE
também ¢é expressa em outro tipo de células, como eritrocitos e linfocitos.*

Butirilcolinesterase. A butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) ¢ relativamente abundante no
plasma e as vezes ¢ chamada colinesterase sérica. No entanto, 0 seu papel fisiologico permanece
obscuro. A BChE pode degradar um grande nimero de compostos contendo éster, incluindo pro-
farmacos de éster.}? A estrutura geral 3-D da BChE é muito semelhante & das AChESs. No entanto,
a BChE nao forma o mesmo tipo de dimero observado em estruturas de AChE de Torpedo
californica, murganho e humanos.%322 A BChE tem uma especificidade de substrato mais ampla do
que AChE, e essa diferenga na especificidade pode ser explicada pelo facto da BChE ter uma bolsa
de ligagdo do grupo acilo maior, para além de diferengas nos residuos de aminoacidos. A BChE
existe predominantemente no plasma, bem como em vérios tecidos, como cérebro, muisculo, rim,
intestino, retina e placenta.'??

Paraoxonase. Paraoxonase (PON, EC 3.1.8.1) ¢ uma familia de hidrélases que inclui PONL1,
PON2 e PON3. PON1 ¢ uma esterase importante que pode catalisar a hidrolise de varias
organofosforados. PON2 e PON3 compartilham ~60% de identidade de sequéncia com PON1, mas

tém atividades de arilesterase muito limitadas. Por outro lado, PON2 e PON3 exibem alta atividade
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da lactonase. A PON1 humana ¢ sintetizada no figado e libertada na corrente sanguinea, enquanto a
PON3 ¢ expressa, predominantemente no figado e em niveis baixos no rim.%! Nos tltimos anos, foi
demonstrado que PONL1 e a suas duas isoenzimas Q e R conhecidas possuem atividades arilesterase
e organofosfatase, e desempenham papéis importantes no metabolismo de fArmacos e na prevengao
da aterosclerose.'?

CIP 450. Além de hidrolise enzimatica a ligacdo éster do pro-farmaco pode ser clivada por
oxidacdo catalisada pelo citocromo P450. As enzimas do citocromo P450 (CYPs) sdo os grupos
enzimaticos da fase I mais importantes e responsaveis pela biotransformacao, ou seja, a oxidagao
classica de muitos xenobidticos como ésteres. Caracteristicamente, os ésteres do acido carboxilico
originam um aldeido ¢ um acido ao invés de um alcool ¢ um acido. (Figura 18: Via B) As CYPs

estilo presentes praticamente em todo o corpo, incluindo nas células tumorais.®

1.2.2.1.1 Esterases M. tuberculosis

Com mais de 40 esterases identificadas por analise computacional, as esterases de M. tuberculosis
exemplificam a diversidade de esterases microbianas e 0s seus diversos papéis biologicos.® O
aumento da atividade das esterases em M. tuberculosis em comparagdo com humanos ou outras
bactérias esta provavelmente associada as suas diversas vias metabolicas, a sua aptiddao de
metabolizar os lipidos da célula hospedeira para obter energia e a capacidade tnica de transitar entre
os estados de crescimento ativo e latente. 33138

A maioria dessas 40 esterases identificadas pertencem a familia de proteinas o/f-hidrolases
tradicionais, com uma dobra estrutural composta por oito folhas 3 formando uma folha 3 canhota,

superelicamente torcida rodeada por hélices a (Figura 20) 8688138139

Figura 20 Estrutura e funcio da esterase bacteriana.

(a) Estrutura classica da o/p-hidrolase presente em muitas esterases bacterianas no exemplo de
LipS. (b) Close-up da triade catalitica de LipS.%

Apenas um numero limitado de estruturas tridimensionais de esterases micobacterianas foi
determinado, mas todas elas possuem esta dobra de proteina o/B-hidrolase classica.1*>1%? Exemplos
destas estruturas tridimensionais sdo as estruturas de LipW e Rv0045c, duas hidrolases metabolicas
de M.tuberculosis (Figura 21). Cada uma dessas enzimas mostra dobras estruturais de o/p-hidrolase
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sobrepostas, mas 0os dominios cap/lid e bolsas de ligacao de substrato sdo diferentes o que lhes
confere especificidade para o substrato 8140143

Figura 21 Estrutura e funcio da esterase bacteriana.
Duas esterases M. tuberculosis com especificidade de substrato variavel e estruturas de bolso de

ligacdo. (a) LipW; (b) Rv0045¢.14114

Uma classe de esterases de M. tuberculosis com um papel importante na viruléncia de M.
tuberculosis sdo as esterases contendo dominios de prolina-glutamato (PE) e prolina-prolina-
glutamato (PPE).%1% A familia de dominios PE e PPE é uma familia de proteinas especificas de
micobactérias que ¢ nomeada com base nos seus motivos N-terminais de PE ou PPE. A familia de
dominios PE e PPE esta presente em espécies de micobactérias patogénicas, com 167 proteinas de
dominio PE/PPE identificadas no M. tuberculosis de crescimento lento, mas apenas dois membros no
organismo micobacteriano ndo patogénico de crescimento rapido, M. smegmatis.2#* As proteinas
de dominio PE e PPE estdo associadas a antigenicidade, regulagdo imunoldgica e viruléncia de M.
tuberculosis.**® Dentro da familia de dominio PE e PPE, oito membros da familia foram identificados
computacionalmente como contendo uma dobra de proteina o/B-hidrolase.®4 Estes membros da
familia foram confirmados como esterases contendo uma triade catalitica classica.84"149 O mais
bem estudado desta familia - PE11 (Rv1169c ou LipX) - desempenha um papel no crescimento do
biofilme, cria uma resposta imunogénica e afeta os niveis de lipidos relacionados com a
viruléncia.1*"**° Curiosamente, o efeito no crescimento do biofilme varia com base na expressao de
PE11 em M. tuberculosis ou M. smegmatis.®**° Como a maioria dos membros da familia do dominio
PE e PPE esto ligados @ membrana ou libertados nas vesiculas da membrana externa, estas esterases
de dominio PE-PPE podem ser usadas como ativadores de pro-farmacos éster ¢ estdo a ser exploradas
com este objetivo.®

Outra classe de esterases M. tuberculosis que sdo alvos antibacterianos confirmados e estdo
localizadas extracelularmente sao as esterases que hidrolisam lipidos endogenos do hospedeiro,
especialmente aqueles que constituem fontes de nutrientes essenciais para M. tuberculosis coOmo 0
triacilglicerol (TAG).23¥151152 O TAG ¢ uma boa fonte de energia quer para o M. tuberculosis latente,
quer para a reativagdo do M. tuberculosis, tornando as enzimas envolvidas nestas reagdes alvos
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promissores sobretudo nos casos de infecdo por TB latente.> A primeira TAG esterase identificada
foi a LipY (Rv3097¢).8%5! A LipY contém um dominio PE que modula a sua atividade e direciona
LipY para secregdo pela via ESX-5.241 A delegdio de LipY interfere na degradagdo dos lipidos
armazenados intracelularmente e na restauragdo do crescimento dos bacilos latentes.®1% A LipY
também esta envolvida na resposta imune ao M. tuberculosis, ja que a sobrexpressao de LipY levou a
uma resposta imune mais forte e diminuiu a eficicia da vacina M. bovis BCG.""% A LipY pode ser
uma enzima adequada para a hidrolise de pro-farmacos ésteres porque apesar de ter uma grande
especificidade de substrato, também tem as relagdes estrutura-atividade bem definidas.8152159160
Recentemente, a Mshl (hidrolase secretada por micobactérias) foi identificada como uma segunda
esterase hidrolisante de TAG, especifica para a hidrolise de lipidos do hospedeiro.!®! Por ter como
alvo os lipidos do hospedeiro, catalisa a hidrolise dos ésteres fora do M. tuberculosis e regulada
positivamente durante as condi¢oes de hipoxia, dai que a Msh1 também possa representar um novo

alvo 86.161
1.2.3 Amidas como pro-farmacos

A fungdo amida ¢ menos reativa quimicamente em condicdes fisiologicas que a fungao éster,
além disso, excetuando o caso das proteinas geralmente as amidas sao menos suscetiveis a hidrolise
enzimatica que os ésteres correspondentes. Por essa razao esta abordagem pode ser usada néo so para
aumentar a estabilidade de pro-farmacos, mas também para conseguir obter uma distribui¢do
direcionada e alterar a lipofilia dos compostos.2” Os fArmacos com 4cido carboxilico ou grupo amina
podem ser convertidas em pro-farmacos de amida. Esta estratégia geralmente tem uma utilidade
limitada devido a alta estabilidade in vivo.%’

Os pro-farmacos de amida podem ser convertidos nNos farmacos originais por amidases nao
especificas ou por ativagdo enzimatica especifica, como, por exemplo, através da y - glutamil

transpeptidase renal. 2

1.2.3.1 Enzimas envolvidas na hidrolise de amidas.

As amidases, catalisam a clivagem hidrolitica da ligagdo entre o carbonilo e o nitrogénio em
amidas. Estao presentes nos tecidos de animais e plantas, em microrganismos ¢ estdo envolvidas no
metabolismo do azoto. As amidases incluem: a urease, arginase, asparaginase, hipurase, e
purinadeamidases.?”®

As amidases (EC 3.5.1.4) podem ser divididas em dois tipos. O primeiro tipo inclui amidases
alifaticas que hidrolisam apenas amidas alifaticas de cadeia curta e o segundo tipo inclui amidases
que hidrolisam amidas alifaticas de cadeia média, algumas arilamidas, a-aminoamidas ¢ a-

hidroxiamidas.?™®
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Muitas das amidases atualmente conhecidas foram encontradas e descritas em bactérias de muitos
géneros: Rhodococcus, Corynebacterium, Mycobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus,
Brevibacterium, Nocardia, Streptomyces, Blastobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Helicobacter,
Lactobacillus e Methylophilus.2™

As amidases também podem se classificadas com base na atividade catalitica, na sequéncia de
aminoacidos e relagdo filogenética.’2" A classificagdo com base na atividade catalitica leva em
consideragdo o perfil de especificidade do substrato e, em seguida, classifica-a em seis classes (Figura
22) 268

Classificacdo de amidase
|

l

Atividade catalitica Sequéncias de aminoacidos
1. i i
D-aminopeptidase ) . Amid ti letivas | Arilalquilacilamidases
Amidases alifaticas |
Amidases aroméaticas o - aminamidases Amidases de amplo espectr:
| !
Amidases de assinatura Amidases alifaticas

Relacéio filogenética

|
Proteinases asparticas Enzimas sulfidrila

Figura 22 Classificacio de amidase.?®

As amidases (AS) pertencem a familia das hidrolases, que atuam em ligagdes carbono-
nitrogénio diferentes das ligagdes peptidicas, maio especificamente nas amidas lineares. Assim, 0s
dois substratos dessa enzima sao amida de acido monocarboxilico e H>O, enquanto os produtos sdo
0 monocarboxilato e NHz. %68

Estas enzimas contém um local conservado de aproximadamente 130 aminoacidos conhecidos
como sequéncia AS. As enzimas AS catalisam a hidrolise das ligacdes amida, embora as familias
variem muito em especificidade e fungdes de substrato. No entanto, essas enzimas mantém uma
estrutura alfa/beta/alfa central, onde as topologias das metades N- e C-terminais sdo semelhantes. As
enzimas AS possuem caracteristicamente uma regido C-terminal altamente conservada, rica em
residuos de serina e glicina, mas sem residuos de acido aspartico ¢ histidina, diferem, portanto, das
serinas hidrolases classicas. Possuem uma triade catalitica de Ser-Ser-Lys exclusiva e altamente

conservada, usada para a hidrolise da amida, embora o mecanismo catalitico para a formagdo de

intermediarios acil-enzima possa diferir entre as enzimas (Figura 23).2™
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Figura 23 Mecanismo proposto para a hidroélase de amida de 4cido gordo (FAAH).27

Na natureza, as enzimas de metabolizagdo de amida desempenham papéis significativos na
formacao de ligagdes C — N e reagdes de clivagem em organismos eucarioticos e procarioticos para
a produgdo de substancias naturais, como auxina e biotina, etc., metabolismo de nutrientes,
degradacdo de compostos cianogénicos toxicos.2” Embora as atividades do metabolismo do nitrilo
sejam relativamente raras em plantas e animais, elas s3o comumente observadas em bactérias que
metabolizam as amidases como fonte tinica de carbono e azoto.?’

As amidases, em geral, catalisam quatro tipos diferentes de atividades, nomeadamente atividade
de amidotransferase, atividade de aciltransferase, atividade de transferase de acido e atividade de
transferase de éster. O mecanismo de hidrélise da amida envolve dois substratos (amida e agua) e
dois produtos (carboxilato e amina).?®

O mecanismo de hidrélise catalisada por amidase e a reagdo de transferéncia de acilo sdo
apresentados na Figura 24. Em 1997, Kobayashi e colegas?’ propuseram um mecanismo
hidrolitico em que o grupo carbonilo da amida sofre ataque nucleofilico, resultando na formagéo
de um intermediario tetraédrico. O intermediario tetraédrico ¢ convertido num complexo acil-
enzima com remog¢ao imediata de amonia (amina); o complexo acil-enzima ¢ entdo hidrolisado a

4cido apos a adi¢io de uma molécula de agua (Figura 24).2%8
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Figura 24 Mecanismo de reac¢io de transferéncia do grupo acil de amida para
hidrazina, hidroxilamina e agua.
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As amidases sao enzimas amplamente distribuidas na natureza, com diversas capacidades
bioquimicas. Os estudos até agora mostraram que algumas dessas enzimas tém ampla
especificidade de substrato, enquanto outras sdo exclusivamente enantio ¢/ou estercosseletivas.
A analise molecular continua e os estudos de estrutura/funcao ira melhorar ainda mais a nossa
compreensao dessas enzimas ¢ aumentar a sua capacidade biotecnoldgica para biocatalise e

biorremediagdo.?®®

1.2.4 Farmacos contendo grupo nitro.

Os nitrocompostos sdo agentes quimicos que se caracterizam pela presenga de um ou mais
grupos nitro (NO2).1% O grupo nitro esta presente em moléculas bioativas e farmacos tais como
agentes antibacterianos, antiparasitarios e antitumorais. 1*® E considerado um grupo funcional
versatil e inico em quimica medicinal. Apesar de uma longa histdria de uso em terapéutica, esta
muitas vezes associado a problemas de toxicidade e é frequentemente classificado como um
alerta estrutural ou toxicoforo, pelo que as evidéncias relacionadas com farmacos contendo
grupos nitro sdo bastante contraditérias. ™

O grupo nitro é um grupo fortemente atrator de eletrdes que por essa razao cria sitios com
deficiéncia de eletrdes localizados dentro das moléculas. Estes sitios electrofilicos interagem
com os nucleéfilos biolodgicos presentes nos sistemas vivos, como proteinas, aminoacidos,
acidos nucléicos e enzimas. A interagdo pode ocorrer por adi¢do nucleofilica e por transferéncia
de eletrdes envolvendo oxidacio e reduciio, ou simplesmente por complexacio molecular. 16917
Moléculas contendo grupos nitro que antes eram evitados em programas de descoberta de

farmacos devido a potenciais problemas de toxicidade, estdo agora a ser usadas com sucesso,

171 172-175

como antineoplasicos,”’* antibioticos, e agentes antiparasitarios,'®##+1617" hem como

tranquilizantes, fungicidas, inseticidas e herbicidas: por exemplo, a nitazoxanida est4 aprovada
para tratamento da giardiase e criptosporidiose;'®! metronidazol para tricomoniase, giardiase e
amebiase;’® e nifurtimox para DC e HAT. Além disso, os compostos contendo um grupo
nitroaromatico sio usados para tratar doenca de Parkinson, angina e insénia.X’®*® Os grupos
nitro podem sofrer redugdo e servir como pro-farmacos devido a sua bioativacao por reducao
enzimatica, gerando espécies reativas que produzirdo efeitos biologicos.?

Na ultima década foram estudados varios compostos contendos grupos nitro como
potenciais agentes anticancerigenos, antituberculosos e antiparasitarios. Estes compostos tém
diversos mecanismos de a¢do, causando agdes de morte celular, como a inibi¢do da

topoisomerase, 13318 inibi¢do da histona desacetilase, 18" alquilacio do DNA,® ou inibicio
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da polimerizacio da tubulina, %1%

e demonstraram efeitos induzidos por hipdxia que sao
atribuidos & sua capacidade de ativacio bioredutiva.'®1%1% Por exemplo, o nitroimidazol é
amplamente utilizado para exercer varios efeitos biologicos e ¢ frequentemente considerado um

agente bioredutor.1%¥2% Jsso ¢ claramente evidenciado pelo numero de nitroimidazois

clinicamente aprovados, principalmente para tratamento de doengas infecciosas,*"175200-208

1.24.1 Bioativacido dos compostos que contém grupos nitro.

Muitos compostos nitroaromaticos requerem bioativagdo para exercer a sua acdo. Os
nitrocompostos podem ser metabolizados e degradados por microorganismos, como bactérias e
fungos, que os utilizam até mesmo como fonte de azoto e carbono.’®®% No entanto, a
bioativagio indesejada também pode causar efeitos secundarios toxicos.'® A toxicidade sempre
foi um problema com medicamentos, especialmente aqueles que contém grupos nitro, € a
carcinogenicidade, hepatotoxicidade, mutagenicidade e supressdo da medula ¢ssea foram 0s
principais efeitos adversos encontrados com tais agentes.?2

A passagem transmembranar dessas moléculas ocorre por difusdo passiva e aumenta a medida
que os radicais livres, vindos do processo de biorredugao, desestabilizam a membrana celular.
Assim, devido ao aumento da concentracdo intracelular de nitrocompostos, mais radicais livres
sdo gerados e, consequentemente, maior é o dano causado pelo stress oxidativo.*® E consensual
que o mecanismo de a¢do desta classe de compostos esta ligado ao processo de redugdo in vivo
do grupo nitro e a subsequente interagdo dos produtos formados, a partir desta reacao, com
biomoléculas essenciais de bactérias, fungos e parasitas.?*4?'® No entanto, em alguns casos, pode
também resultar da interacdo desses compostos com recetores, sem que a reducdo catalitica do

grupo nitro seja o elemento essencial da bioatividade do composto. 6°

12411 A capacidade de reducio.

A capacidade de reducdo de certos sistemas enzimaticos em microrganismos aerobios atinge
valores de - 0,35 V, ao contrario dos anaerdbios que conseguem reduzir compostos nitro em
valores de - 0,5 V. Esta diferenga de potencial de reducao entre os varios nitrocompostos resulta
numa base importante para a compreensao da toxicidade seletiva para os microrganismos. Além
disso, a ativacdo redutiva em anaerdbios s6 € possivel numa faixa limitada de potencial de
determinados sistemas enzimaticos, o que comprova a seletividade de alguns compostos.?>21°
Os valores dos potenciais de reducio de alguns nitrocompostos podem ser observados na Figura

25.
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Figura 25 Intervalo de variacio do potencial de reducio dos nitrocompostos e do
oxigénio.'%

A facilidade de reduc@o de alguns nitrofuranos (Figura 25) mostra que o grupo nitro ¢ reduzido
por microrganismos aerobios e anaerdbios, justificando a perda de seletividade destes compostos.
Neste contexto, a nitrofurantoina, por exemplo, apresenta nitrorreducao eficiente (cerca de -0,3 V)
em meio contendo alta concentragdo das enzimas do citocromo P-450, dependente de NADPH, de
mamiferos, comprovando a falta de seletividade de alguns nitrocompostos contra bactérias e

humanos.?®

1.2.4.1.2 Nitrorredutases
Em sistemas biologicos maioria dos nitrocompostos requerem redugdo enzimatica para induzir
os efeitos terapéuticos e citotoxicos. % As nitrorredutases sdo enzimas capazes de catalisar a redugo
do grupo nitro e utilizam mononucleodtido de flavina (FMN) ou dinucleétido de flavina e adenina
(FAD) como grupo prostético e nicotinamida adenina dinucleotido (NAD(P)H) como agente
redutor.29%! Estruturalmente, as nitroreductases sio proteinas homodiméricas, com subunidades
constituidas por a-hélice e estruturas 3, sendo que as subunidades se unem formando uma cavidade

hidrofébica onde ficam localizados o grupo prostético e o sitio ativo da enzima.3+2%

124121 Classificagio das nitrorredutases

Dois grupos de nitrorredutases foram bioquimicamente caracterizados: as nitrorredutases
insensiveis ao oxigénio (tipo I) que realizam uma redugdo sequencial do nitrocomposto transferindo
dois eletrdoes do NADPH ou NADH para o grupo NO2’, levando a formagdo de intermediarios
nitroso, hidroxilamina e aminas primarias;>*2?% e as nitrorredutases sensiveis ao oxigénio (tipo II),
que catalisam a redugdo sequencial do nitrocomposto pela transferéncia de um eletrdo dos agentes

redutores para o grupo NO, produzindo um radical nitroanido que reage com oxigénio e origina
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superoxido, regenerando o nitrocomposto original (Figura 30). Este “ciclo fiutil" pode causar “‘stress”
oxidativo ao produzir grande quantidade de superoxido.>>?% As nitrorredutases do tipo I participam
na reducdo de uma variedade de nitrocompostos, incluindo nitrofuranos, nitrobenzenos, nitrofendis,
nitrobenzoatos, nitrotoluenos, nitroimidazois, entre outros.??® As nitrorredutases de tipo II s3o menos
estudadas.

As nitrorredutases compreendem uma familia de proteinas conservadas evolutivamente e
originalmente identificadas em eubactérias.??® As nitrorredutases do tipo | ou insensiveis ao oxigénio,
podem ser classificadas em duas familias ou grupos principais representadas pelas nitrorredutases de
Escherichia coli NfsA (grupo A) e NfsB (grupo B), respetivamente (Figura 26), sendo que estes
grupos possuem baixa similaridade entre si.2202%

As nitrorredutases sao amplamente distribuidas entre as bactérias. Pelo contrario, as
nitrorredutases em eucariotas sdo bastante restritas. Em mamiferos existem algumas enzimas
funcionalmente semelhantes as nitrorredutases do tipo I, como a NAD(P)H-quinona oxidoredutase
(DT - diaforase) e a xantina desidrogenase. No entanto, ambas as enzimas nao sio filogeneticamente
relacionadas e ndo possuem o dominio caracteristico da familia.”® Entretanto, uma proteina com

dominio de nitrorredutases foi descrita em humanos, a iodotirosina deiodinase, envolvida na

producio da hormona da tiroide.?** 16
| E. cloacae NR
i E. cloacae RNR
~ E coliNfsB
= 8. enterica Cnr
m— P. putida PnrB

V. fischeri FRasel By

Synechocystis DrgA
_I— A. tumefaciens NRH
—— (. crascentus NRH(1)
R. capsulatus NprA
_{ C. crescentus NRH(2)"
— R. capsulatus NprB
R. palustns NRH
E. coli YdjA
S. enterica YdjA
~—{ E. coliNfsA 3

{ — S. enterica SnrA
V. harveyi FRP
P. putida PnrA J

Grupo B

Grupo A

Figura 26 Arvore das nitrorredutases do tipo I ou insensiveis ao oxigénio.?2

1.2.4.1.2.2 Estruturadas nitrorredutases

As estruturas cristalinas de muitas nitrorredutases foram determinadas. %2402 Apesar da

variagdo na sequéncia de aminoacidos, as estruturas 3D das nitrorredutases ¢ muito semelhante
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(Figura 27A). As nitrorredutases ndo possuem metais na estrutura da enzima ou do grupo sulfidrilo
no sitio ativo.?*® Além disso, compartilham uma estrutura globular homodimérica, dobra o + B das
subunidades, com massa molecular monomérico de 20-30 kDa. Possuem um nucleo hidrofobico
central consistindo em folhas beta em cadeia circundadas por hélices alfa onde estdo localizados os
dominios conservados para a ligagio FMN (Figura 27A) ¢ o sitio ativo da enzima para interagdo com

NAD(P)H e substratos (Figura 27B).243

Site ativo
td

B) 7

Cadeia B

Cadeia A

FMN

Figura 27 Estrutura das nitrorkedutases.®’

(A) Dobra global do homodimero de NfsB; o grupo prostético FMN ¢é mostrado
como esferas de "Wan der Waals". As a-hélices (vermelho) sio marcadas de 1 a
12 e B- folhas (amarelo) sido representados de 1 a 5. (B) O sitio ativo é loteado na

interface do dimero, e os residuos de monémeros (cadeia A em vermelho e a
cadeia B em azul) contribuem para a ligacio ao FMN.

Os grupos prostéticos FMN estao ligados em bolsas profundas na interface do dimero e interagem
com residuos de ambos os monomeros, formando ligagdes de hidrogénio com uma subunidade e
contatos hidrofobicos para ambos (Figura 27B e Figura 28A).2* Este conjunto de interagdo com
FMN ¢ bem conservado em todas as nitrorredutases e envolve residuos idénticos ou semelhantes.?*?

A) . N Slt'e atlvé B) Site ativo

' { t’er'
Hellce é‘f&ﬁi_\} \ \ %\’Q

| \ Acidonicotinico Phel24
FMN FMV

Figura 28 Estrutura das nitrorredutases. 6’

(A) A estrutura do NfsB complexado com acido nicotinico. A superficie da proteina,
mostrada ao fundo, é colorida conforme o seu potencial eletrostatico. Azul indica
mudanca positiva, vermelho indica carga negativa e carga branca neutra. (B) Figura
enfatizando a alfa-hélice 8 (com residuo Phe124 em vermelho) em contato com o sitio
ativo da nitrorredutase NfsB.
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Figura 29 Estrutura das nitrorredutases. *6’

A interacao idnica e a ligacao de hidrogénio estabilizam o FMN no sitio ative. Os
residuos de aminoacidos representados estio bem conservados em todas as
nitrorredutases (ou residuos semelhantes).

As nitrorredutases do grupo NfsA/Frp usam NADPH como fonte de eletrdes, enquanto o
grupo NfsB/FRasel pode usar NADH ou NADPH.?22% A especificidade de NADPH esta
associada a dois requisitos: o grupo 2’ -fosfato de NADPH interage com Arg203 e o anel de
nicotinamida de NADPH que esta localizado proximo ao anel de isoloxazina de FMN para
transferéncia de 3o hidreto entre os dois anéis (Figura 28A).2* Nesse sentido, residuos
carregados positivamente, como arginina, lisina e histidina, estdo envolvidos no
reconhecimento do grupo 2’-fosfato do NADPH por meio de um 4tomo de hidrogénio. 2224
Em NfsB, o anel de nicotinamida de NAD(P)H ¢ colocado entre o anel de flavina
isoaloxazina e o residuo Phe124.2** Em NfnB de M. smegmatis o fosfato 2" faz apenas uma
ponte salina com residuo Argl05 (Phel24 em NfsB), o que pode explicar porque NfnB nado
mostra especificidade significativa para NADPH ou NADH. Um mecanismo semelhante
deve ocorrer em outras enzimas do grupo B, explicando a plasticidade desses dois
cofatores.?*

Além disso, o estado de oxidagdo do FMN influencia a orientag¢do espacial do substrato
no sitio ativo.?*2 Portanto, a distribuigdo de carga nos anéis FMN, que se altera com a redug#o,
pode ser uma determinante chave da liga¢ao ao substrato e reatividade em flavoproteinas com
ampla especificidade de substrato.?** No NfsB, a ampla especificidade do substrato é
explicada pela plasticidade inerente da hélice 8 que contém o residuo Phe124 (ou semelhante

em outras nitrorredutases), mostrando uma elevada variabilidade na posi¢do para acomodar
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substratos de tamanhos diferentes (Figura 28B).*2*3 Além disso, a mutagdo de Arg203 em
NfsA equivalente a Phe124 em NfsB afeta a especificidade do substrato.?*2?# Estes e outros
residuos do sitio ativo variam entre as nitrorredutases, sugerindo que podem desempenhar
um papel na determinagdo das preferéncias do substrato. 232243

A inspecdo de estruturas de nitrorredutases sugere um modo de ligagdo de substrato
comum: compostos nitro sdo todos posicionados com 0 seu empilhamento de porgdo
nitrobenzeno (nitrofurano, nitroimidazol) paralelo ao anel de isoaloxazina FMN e grupo nitro
poente em ~ 3,5 A para FMN. Devido ao espago limitado entre o sitio ativo, o substrato inicial
(NADPH/NADH) e o segundo substrato (composto nitro) ndo se podem ligar
simultaneamente ao sitio ativo.?*® Tal mecanismo implica que NAD(P)H e o segundo
substrato deve se ligar ao sitio ativo da nitrorredutase de modo que o anel de nicotinamida
reduzido de NAD(P)H se aproxime do anel de isoaloxazina de FMN suficientemente
proximo para permitir a transferéncia eficiente de hidreto, reduzindo entdo o FMN.
Posteriormente, 0 NAD(P)* ¢ liberto e o segundo substrato se liga na bolsa do sitio ativo,
permitindo a transferéncia reversa de eletrdes da por¢do de flavina para o efeito de
reduciio, 240243244

O sitio ativo da proteina I'YD ¢ estruturalmente semelhante ao sitio ativo NfsB, onde o
substrato monoiodotirosina (MIT) se liga de forma semelhante ao acido nicotinico no sitio
ativo NfsB (Figura 28B).2® A quimica promovida por esta enzima ¢ provavelmente bem
diferente das nitrorredutases insensiveis ao oxigénio porque sua fun¢do biologica parece
envolver a degradacio do FMN ligado pelo oxigénio molecular.?®® Mecanismo semelhante
ocorre na reducio realizada pela enzima BluB (5,6-dimetilbenzimidazol sintase).?*®

A andlise da estrutura das nitrorredutases revela uma plasticidade inerente do sitio ativo
para a ligagdo do substrato e variabilidade nos residuos de aminoécidos que participam nas
suas interacdes, explicando assim as diferentes atividades da nitrorredutase para
nitroaromaticos e outros compostos € também sugere que essas enzimas podem participar em

diferentes fungdes metabodlicas nos organismos.®’

1.2.41.3 Mecanismo de reducio por nitrorredutases

Uma sequéncia generalizada para a via bioredutiva envolve a formagdo um derivado
nitroso, um anido de radical nitro, um radical nitroxilo, hidroxilamina e uma amina primaria
(Figura 31). Problemas de toxicidade associados a compostos nitro foram atribuidos a cada

um desses intermedidrios. O derivado de hidroxilamina sdo particularmente responséaveis
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pela meta-hemoglobinemia, enquanto os efeitos cumulativos do anido de radical nitro,
derivados nitroso ou hidroxilamina esterificada (por exemplo, derivados de sulfato) sdo
considerados responsaveis pelas atividades mutagénicas e carcinogénicas. O anido
superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilo formados durante o ciclo redox do
anido do radical nitro também podem levar a carcinogenicidade.?*? Além disso, ha evidéncias
que sugerem que as hidroxilaminas sdo convertidas em ides de nitrénio reativos, que podem

reagir com o DNA.?3

A redugdo completa destes compostos (Figura 31) envolve 6 cletrdes até o derivado
amino, embora o intermediario hidroxilamina, envolvendo 4 eletrdes, seja 0 produto final da

biorredugéo de alguns nitrocompostos.

NADP* NADPH

N
T

Flavina H, Flavina
AT T

R-NO, — R-NO, —— R-NO2" —— Rota anaerobica

Ciclo futil
O 2

Membrana
plasmatica

Rota aerdbica

Figura 30 Mecanismo geral de redug¢io por nitrorredutases

1.2.41.3.1 Mecanismo de reduciio por nitrorredutases. Rota anaerébia

o

Protonagao 1e/H* 2H' 4+ 2 e JH' +2e
R-NO," » R-NO:H" ~ R-NO » R-NHOH » R-NH,
i (hidroxilamina) {amina)
(derivado nitroso { )
H:0 d ac

Figura 31 Mecanismo biorredutivo de nitrocompostos. Rota anaeroébia. Continuagio
da Figura 30.

Em condi¢des anaerdbias, o anido radical formado na primeira etapa pode ser

transformado na hidroxilamina. Ambos constituem 0s principais intermediarios ou
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metabolitos do processo de redugio enzimatica do grupo nitro até amino. O radical Ar-NO2™

e o derivado hidroxilamina (Ar-NHOH) podem interagir com o DNA celular, o que resulta
nos efeitos biologicos observados. Todavia, outros intermediarios também apresentam
atividade biologica, entre as quais, a toxicidade ao DNA supostamente causada pelo radical
Ar-NO;H™" e a inativagdo enzimatica desempenhada pelo derivado nitroso (Ar-NO), foi
apresentado como um eliminador eficiente de tidis essenciais na célula, sendo este ultimo
).165

entdo submetido a uma /H'redugio adicional a amina (Figura 31

1.2.4.1.3.2 Mecanismo de reducao por nitrorredutases. Rota aeroébica

OH® + OH"

espéxies reativas toxicas

Fe3+

(enzimas
bacterianas)

Fe’*
2H*+2 &
Superoxido

dismutase
{5.0.D}

Figura 32 Mecanismo biorredutivo de nitrocompostos. Rota aerébica. Continuacio
da Figura 30.

Em condigdes aerdbicas, o anido do radical nitro reage com o oxigénio, presente no meio,
para formar radical superoxido.?** Este radical, por sua vez, sofre agio de enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), formando perdxido de hidrogénio (H202) que pode
desestruturar membranas bioldgicas e também reagir com enzimas ferrodoxinas, liberando
espécies reativas (OH") que sdo toxicas para as células bacterianas e parasitarias (Figura
3p) 214216

De acordo com a Figura 31 e a Figura 32, pode ser concluido que o processo de redugao
depende da estrutura do nitrocomposto e do meio onde ocorre. As bactérias podem conter os
dois tipos de nitrorredutases, embora neste processo a recegao de 1 eletrdo a partir do primeiro
passo de redugdo do grupo nitro, demonstrado pelo par Ar-NO2/Ar-NO,", seja a etapa

principal responséavel pela agao bioldgica da maioria dos nitrocompostos (Figura 30).214%16

1.2.41.4 Interacio dos compostos que contém grupo nitro com recetores.

O efeito biologico, em alguns casos, pode também resultar da interac@o desses compostos

com recetores especificos, sem que a reducdo catalitica do grupo nitro seja o elemento
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essencial da bioatividade do composto. A por¢do nitro é um substituinte pequeno e

moderadamente polar capaz de se ligar a hidrogénio.'%

;O"‘,_ hI’ M
=N HO " O---H- NN
HO 0 "0---H-0_ -G
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O_N‘_\\ O= ‘.\\\ ~ Ly 4, W
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Figura 33 Interacdes de contacto entre grupo nitro e funcionais grupos no centro
ativo da enzima.!®®

A maioria dos compostos nitrados, no entanto, apresenta 0 mecanismo de biorredugdo
enzimatica, o que resulta na formagao de radicais livres com toxicidade preferencial para células

bacterianas e parasitarias.'%

1.2.4.2 Problemas de Toxicidade

Apesar dessas amplas aplica¢des, a metabolizagdo de nitrocompostos pode levar a formacao

29210 & egta &

de intermediarios toxicos, genotoxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos
indubitavelmente a razdo para evitar estes compostos na maior dos casos. Muitos
nitrocompostos podem gerar espécies reativas de oxigénio e de azoto (ERO e ERNS,
respetivamente) que podem reagir com biomoleculas.** Desta forma, esses compostos tém
atraido consideravel atengdo devido ao seu risco potencial para a saide humana.'®’
Concomitantemente, a toxicidade seletiva com compostos nitroaromaticos e heteroaromaticos
também forma a base da quimioterapia que resulta no envenenamento de bactérias, parasitas ou
células tumorais sem prejudicar o organismo hospedeiro, ou as células normais. ®* Os quimicos
medicinais tém se esfor¢ado constantemente para explorar o potencial bioativo de compostos
nitroaromaticos e heteroaromaticos em diversas aplicagdes, desde o tratamento de infecdes
parasitarias ao cancro e em muitas doengas dependentes da expressdo de enzimas. Geralmente,
as questoes relacionadas com tais agentes sdo de fato contraditorias, visto que o grupo nitro €

considerado tanto um farmacdforo, ou parte integrante do farmacoéforo, quanto um toxicdforo

ou alerta estrutural.?
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O risco de mutagenicidade ¢ uma das principais razoes pelas quais os nitroarenos sao menos
preferidos na area de desenho de farmacos. O grupo nitro e a sua localizagdo nos anéis
aromaticos influenciam a ligagdo ao DNA e o perfil mutagénico de um composto aromatico.
Tem sido amplamente sugerido que a redugdo do grupo nitro desempenha um papel critico na
mutagénese, Visto que os principais aductos de DNA formados com compostos nitroaromaticos
foram isolados e caracterizados. No entanto, ha uma diferenca nas taxas de formacao e nos
locais onde podem ser introduzidos preferencialmente. H4 uma assinatura caracteristica de
especificidade mutagénica associada a cada mutagénio e, portanto, eles exercem efeitos
mutagénicos diferenciais.?®

A0 mesmo tempo, ndo todas as moléculas contendo um grupo nitro ¢ mutagénico, € o
campo de descoberta de medicamentos antituberculosos exemplifica isso. Delamanida (29),
BTZ043 (31) e pretomanida (PA-824, 30) representam farmacos antituberculosos em
desenvolvimento clinico que nio foram considerados mutagénicos.??+?22

Numerosos estudos estdo sendo conduzidos para resolver o problema de mutagenicidade de
farmacos contendo grupos nitro. Um interessante estudo com o objetivo de mitigar a
mutagenicidade de compostos nitro foi conduzido por Landge et al.??® A investigacio levou a
identificacdo de compostos a base de benzotiazol contendo grupos nitro que eram nado
mutagénicos € demonstraram perfis de seguranca melhorados. Fatores eletronicos e o
posicionamento adequado de substituintes na vizinhanga do grupo nitro (fatores
estereoeletronicos) foram considerados criticos na modulagdo do perfil mutagénico dos
compostos.??®

Outros estudos foram realizados por Shamovsky et el. para determinar a relagdo estrutura-
genotoxicidade para aminas aromaticas. A investigacao foi baseada num claro entendimento de
que a ativagdo de ArNH> é geralmente iniciada com N-hidroxilagdo pelas enzimas P450
(CYP1A2). A mesma via ¢ seguida pelos nitroarenos apos sofrer nitrorreducao por uma
nitrorredutase bacteriana em hidroxilaminas. Além disso, a geragdo de ides nitrénio pela
dissociacdo heterolitica de hidroxilaminas e os seus ésteres sao catalisada por protonagio em
condigOes acidas. Concluiu-Se que alteragdes estruturais nas fragdes ArNH possibilitando o
rompimento da compatibilidade geométrica com CYP1A2 dificultam a abstracdo de protdes ou
desestabilizam fortemente 0 ido nitrénio, evitando a genotoxicidade.??*??® Os grupos
hidroxilamino, nitro e nitroso sdo capaz de gerar grupos amina por conversao metabdlica. Além

disso, a formagdo de N-hidroxilaminas por redugéo catalisada por enzimas microssomais e

citosolicas também ¢ responsavel pela ativagdo inicial de hidrocarbonetos nitroaromaticos.
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Nesse contexto, a nitrorredu¢do microssomal também parece depender do complexo do
citocromo P-450.22" Os resultados desses estudos de estrutura-genotoxicidade podem ser uteis
para a classe de compostos contendo grupos nitro, sendo essencialmente aminas mascaradas.

Outro estudo foi conduzido por Boechat et al. avaliar uma série de nitroimidazois quanto a
genotoxicidade (o ensaio do cometa) e mutagenicidade (o ensaio salmonella/microssoma). Os
resultados deste estudo indicaram que a colocagao de um grupo nitro em C-4 ¢ um grupo —CHs
em C-2 em nitroimidazéis diminuiu os efeitos genotoxicos.??

Apesar das preocupagdes de seguranga validas em torno dos compostos nitroaromaticos, ha
um interesse continuo no seu uso como terapéutica, particularmente para doengas infeciosas e
cancro. Nestes casos, o objetivo ¢ desenvolver compostos que sejam seletivamente toxicos de
forma que o composto mate o agente infecioso/células cancerosas sem prejudicar o

hospedeiro/células normais.

1.2.4.3 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro

Tém sido feitos diversos estudos sobre agentes antituberculosos contendo grupos nitro, a
maioria deles relacionados com a modificac¢ao da estrutura. Um estudo envolveu a substitui¢ao
bioisostéra do grupo nitro numa tentativa de eliminar ou diminuir a toxicidade. Contudo, de
modo geral os analogos sem o grupo nitro, mostraram Ser menos ativos. Compostos como 0s
nitroimidazois ¢ as benzotiazinonas mostraram grande potencial contra infe¢cdes por M.
tuberculosis, incluindo delamanida (29)**%2* e pretomanida (30) (dois nitroimidazéis) e a
benzotiazinona BTZ043 (31)51%° Qs nitrocompostos sdo geralmente ativados no M.
tuberculosis por diferentes reagdes enzimaticas, levando a diferentes mecanismos de agdo

(Figura 34, Figura 39).

1.2.43.1 Agentes antituberculosos ativados pelas nitrorreductases

micobacterianas .

Pretomanid (30), possuindo uma estrutura de 5-nitroimidazooxazina, e delamanida (29),
contendo um esqueleto de 5-nitroimidazooxazol, sdo potentes inibidores da replicagdo ativa de
latente de M. tuberculosis. Os 4-nitroimidazoéis biciclicos PA-824 (30) e delamanida (29) sdo
pro-farmacos metabolizados pelo M. tuberculosis e ativados por Ddn, uma nitrorredutase
dependente de deazaflavina.®* O composto sofre biorredugio do grupo nitro aromatico a um
intermediario anido de radical nitro reativo na célula ¢ é assim ativado. A inibigdo da sintese de
lipidos e proteinas da parede celular ¢ considerada o principal mecanismo de agdo do

pretomanida (30), mas o seu efeito contra bactérias ndo replicantes indica que a inibi¢ao da
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biossintese da parede celular ndo ¢ o tinico modo de acio.>*??? Delamanida (29) também é um
pro-farmaco que precisa ser ativado pelo M. tuberculosis.?®2%2% Qg intermediarios reativos,
formados durante a conversao para os principais desnitro-metabolitos, sdo considerados como
tendo um papel vital na inibi¢ao da producao de acido metoxicolico e cetomicolico em bacilos

252

replicantes,~* enquanto a geragdo de espécies reativas de azoto ¢ a principal causa da atividade

anaerobia dos compostos (Figura 34). 247251
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Figura 34 Mecanismos de ativacio e acio de nitroimidazois e
nitrotienopirimidinas.”

O Ddn ativa os nitroimidazois, que poderiam exercer a sua atividade antitubercular contra
bacilos replicantes € ndo replicantes por meio de diferentes metabdlitos intermediarios da
reagdo. Da mesma forma, Rv2466c ativa os nitrotiofenos, provavelmente libertando
intermediarios toxicos. (Figura 34) Rv2466¢ ¢ uma redutase tipo tiorredoxina que usa tiois

intracelulares como substratos. 24/

Com base nos resultados pré-clinicos positivos obtidos com compostos de cloroquinolina
ligados a 2-nitroimidazol, foi também investigado o potencial antituberculose de amidas ¢
sulfonamidas com base em 3-nitrotriazol e 2-nitroimidazol contra M. tuberculosis H37Rv3
aerobico usando o ensaio de viabilidade celular BTG (BacTiter-Glo) de bactérias. Algumas
das sulfonamidas (35) exibiram uma tendéncia positiva com o aumento da lipofilicidade;
entretanto, nao foi observada dependéncia entre a atividade antimicobcteriana e o potencial
de reducdo de um eletrdo. Em geral, os nitrotriaz6is demonstraram atividade
antimicobacteriana inalterada no ensaio BTG contra estirpes resistentes (Figura 35).23 A
avaliacdo da atividade antituberculose desses compostos levou a identificagdo dos compostos

36 e 37, que exibiram potencial contra 0 M. tuberculosis aerobio e hipdxico e também
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possuiam atividades bactericidas e antituberculosos intracelulares. Os compostos 38, 39 e 40
foram considerados seletivamente ativos contra 0 M. tuberculosis aerébio. O composto 39
também exibiu boas caracteristicas ADMET in vitro, demonstrando excelente
permeabilidade, baixa taxa de efluxo, boa estabilidade microssomal e quimica e uma baixa

hepatotoxicidade (Figura 35).2°
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Figura 35 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro.'°

Baseados no nucleo de 4-nitropirrol foram sintetizados uma série de novos derivados
1,3,4-oxadiazol como agentes antimicrobianos e antituberculosos. Os compostos 41,
42, 43 e 44 mostraram potencial antitubercular significativo, com valores CIM de 0,81
ug/mL, 0,46 png/mL, 0,72 pg/mL e 1,8 mg/mL, respetivamente. Entre eles, 0 composto
41 foi quase equipotente a isoniazida (3) (0,40 mg/mL). Os resultados do estudo foram
encorajadores, uma vez que todos os compostos foram considerados ndo toxicos quando

testados em células de mamiferos usando a linha celular VERO (Figura 36).2%
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Figura 36 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro.*
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Também foi sintetizada uma séric de conjugados 4-nitropirrol-semicarbazida,
baseado no biopotencial de alcaldides bromopirrol e derivados de semicarbazida para
atividade antimicrobiana. Os hibridos com NH do pirrol livre foram mais potentes

contra o M. tuberculosis em comparagdo com os analogos N-metilados.

As tiossemicarbazidas mostraram melhor atividade antitubercular do que as

semicarbazidas.

Entre os compostos sintetizados, os hibridos 45, 46 e 47 tiveram valores de CIM de
0,50, 0,56 e 0,67 uM, respetivamente, contra M. tuberculosis H37RV (Figura 36).2%°

Além disso, foram sintetizados os hibridos de triaz6is ligados a nitrofuramida e
avaliados quanto a sua atividade antitubercular contra M. tuberculosis H37Rv. Os
resultados da investigacdo foram encorajadores, pois composto 48 (CIM = 0,25 pg/mL)
mostrou ser muito ativo. A maioria dos outros compostos sintetizados no estudo

apresentou baixa citotoxicidade.?®
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Figura 37 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro.'°

As nitrofuranilamidas também sao alvos interessantes no desenvolvimento de novos
medicamentos antituberculose. Assim foram sintetizados uma série de
nitrofuranilamidas e feitos ensaios de screening contra a inibi¢ao da mutase UDP-Gal
do M. tuberculosis. A avaliagdo biologica indicou que os valores de CIM ndo se
correlacionaram com a inibigdo da mutase UDP-Gal, indicando que o potencial
antitubercular dos compostos pode ser atribuido a um alvo celular primario alternativo.
Com base nos resultados in vitro, os compostos promissores foram avaliados
posteriormente em estudos in vivo num modelo de ratinho de infe¢do por tuberculose.
Entre os compostos testados, o composto 49 demonstrou efeitos antituberculosos

substanciais (Figura 37).2%

Karabanovich et al. sintetizaram uma série de estruturas de 1,3,4-oxadiazol e 1,3,4-

tiadiazol como substitutos bioisostéricos de tetrazois 2,5-dissubstituidos que ja tinham
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mostrado atividade antitubercular. Foi demonstrada uma atividade substancial contra
M. tuberculosis suscetivel a farmacos e multirresistente pela maioria dos compostos, € a
substitui¢do  3,5-dinitro  foi considerada indispensiavel para a atividade
antimicobacteriana. Além disso, um efeito antimicobacteriano altamente seletivo foi
demonstrado pelos compostos, uma vez que ndo possuiam efeitos inibitorios contra
outras bactérias ou fungos. Baixas toxicidades in vitro contra quatro linhas de células
de mamiferos e em hepatdcitos humanos primarios isolados, juntamente com a auséncia
de mutagenicidade estavam entre as conclusdes importantes do estudo. O composto
ativo (50) revelou um perfil de toxicidade favoravel e exibiu uma poténcia comparavel
a da rifampicina contra a estirpe de M. tuberculosis 18b-Lux nao replicante sensivel a

estreptomicina (Figura 37).2%8

Entre os compostos nitro ativados enzimaticamente recentemente descobertos, um
dos mais promissores € a tienopirimidina TP053 (61), ativa contra células replicantes e
néo replicantes de M. tuberculosis.?® TP053 (61) ¢ ativado por Rv2466¢, um membro
da superfamilia tiol-dissulfeto oxidoredutase, e ¢ responsavel pela reducao do grupo
nitro (Figura 30). No entanto, embora o mecanismo de redugdo de TP053 (61) por
Rv2466¢ tenha sido extensivamente investigado, seu modo de a¢do preciso permanece
desconhecido. A semelhanca de outros compostos nitro, a geragio de radicais anidnicos

toxicos ou de outros compostos altamente reativos, como 0S derivados nitroso ou

hidroxilamina resultantes da redugdo da porgo nitro, ainda ndo foi excluida.?6>266
o
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Figura 38 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro. Estrutura de TP053

1.2.4.3.2 Agentes antituberculosos ativados pelo DprE1.

Por outro lado, 0 mecanismo de ativagao da benzotiazinona (BTZ) ¢ muito diferente;

uma vez oxidados pelo proprio alvo (DprEl), esses compostos, sendo inibidores
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suicidas, ligam-se ao sitio ativo da enzima, bloqueando covalentemente a sua atividade.
(Figura 39)
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Figura 39 Mecanismos de ativacio e a¢io de benzotiazinonas.”

A 1,3-Benzotiazin-4-onas (benzotiazinonas, BTZs) mostrarem grande atividade
contra M. tuberculosis in vitro e in vivo. O composto BTZ-043 (31), um analogo da
benzotiazina, demonstrou um potencial notavel para matar M. tuberculosis in vitro, ex
vivo e em modelos de ratinho de TB apresenta uma CIM de 1 ng/mL contra M.
tuberculosis H37Rv. Este é um perfil de atividade extraordinario quando comparado
com as terapéuticas existentes, como a isoniazida (3). As benzotiazinonas (BTZs) sdo
inibidores suicidas da decaprenilfosforil-f-d-ribose oxidoredutase DprE1, uma enzima
essencial envolvida na biossintese da parede celular, levando a inibi¢cdo da enzima pela
conversao do grupo nitro em nitroso e uma ligacao covalente subsequente com Cys387
de DprE1.%°2%0 O estudo também indicou que BTZ-043 (31) e 0s outros compostos
nitroaromaticos (51-54), apesar da sua diversidade estrutural, possuem um mecanismo
de agdo comum, representando assim uma nova familia de agentes antimicobacterianos

(Figura 40A).2%
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Figura 40 Benzotiazinonas e heterociclos relacionados como pro-farmacos
antituberculosos.™

BTZ-043 (31) pode ser definido como um nucleo BTZ, contendo trés substituintes (R1, R2 e R3).
As relagoes estrutura-atividade indicam que as modificagdes em torno dos grupos R1 e R2, ndo sdo
benéficas, mas que uma variagdo na estrutura do grupo R3 ¢ viavel. Baseando-se nestes SAR, 170
compostos BTZ foram sintetizados por Karoli et al. Os grupos nas posigdes R1 e R2 permaneceram
como NO; e CFs, e foram feitas varias alteracdes na posi¢do R3. Os ensaios bioldgicos levaram a
identificagdo de varios compostos com melhor atividade contra MDR-TB. Além disso, os compostos
apresentaram estabilidade microssomal, metabolica e plasmatica favoravel e baixa toxicidade
(Figura 40B).%¢?

Tiwari et al. desenvolveu varios compostos do tipo sulfonamida nitroaromatica, amida reversa® e
classes de éster de agentes anti-TB, usando uma estratégia de simplificacao de estrutura. Os efeitos
substanciais do BTZ-043 (31) levaram os autores a explorar a influéncia de farmacos funcionais,
como sulfonamidas, amidas reversas e ésteres ligados a anéis nitroaromaticos, na atividade anti-TB.
A avaliagdo bioldgica dos compostos sintéticos contra a estirpe H37Rv indicou que sulfonamidas
simples e analogos de éster de acido nitrobenzdico com substituintes dinitro foram mais ativos do
que as amidas reversas, mas sua poténcia nao foi proxima a de BTZ043 (31). A diferenga no perfil
de atividade foi atribuida ao anel aromatico deficiente em eletrdes nos nitroaromaticos, conforme

evidenciado pela atividade dos compostos 55-57. O estudo concluiu que os anéis aromaticos

5 Amida reversa é uma amida com a ligacdo amida feita ao contrario.
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deficientes em eletrdes como, por exemplo, os nitroaromaticos foram fundamentais para
potencializar a bioatividade (Figura 41).1%
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Figura 41 Benzotiazinonas e heterociclos relacionados como pro-farmacos
antituberculosos.*®

Tiwari et al. desenvolveu e sintetizou novos agentes anti-TB, sucessores de BTZs e outros
compostos nitroaromaticos. Os compostos sintetizados apresentaram potencial antitubercular
promissor e ndo eram toxicos. Uma revelacdo importante do estudo foi a suscetibilidade do carbono
aromatico ndo substituido entre os grupos que retiram eletrdes dos compostos 58 e 31 a substitui¢ido
por nucledfilos como tiolatos, cianetos e até hidretos. Isso mediou a redugdo ndo enzimatica dos
grupos nitro aos correspondentes intermedidrios nitroso por adi¢do ao carbono aromatico deficiente
em eletrdes ndo substituido presente nesses compostos. No geral, o estudo apresenta um possivel
mecanismo alternativo com o qual 0s compostos nitroaromaticos podem exercer efeitos
antituberculosos. O mecanismo prossegue via tiol (ate) de cisteina ou uma fonte de hidreto no sitio
ativo de DprE1, desencadeando uma reducao do grupo nitro semelhante aos procedimentos de reagao
na reagdo de von Richter aos intermediarios nitroso, iniciando assim a inibi¢do de DprE1 (Figura
41)'264

1.2.5 Objetivo do trabalho

Estudos recentes com o objetivo de encontrar pro-farmacos ativas contra as formas resistentes e
multirresistentes do M. tuberculosis**>3" mostraram que alguns 4cidos fracos possuiam atividade
significativa sobre o M. tuberculosis e que alcoois de cadeia longa (LCA) empregues em pro-
farmacos como transportadores também possuiam atividade relevante. Surgiu entdo a ideia de obter
pro-farmacos mutuos contendo os dois componentes unidos por de uma ligacdo éster. Esses
compostos podem ter potencialmente uma ag@o sinergistica ¢ uma melhora na penetragdo das
micobactérias devido a sua lipofilia adequada.

Devido ao fato dos derivados de acidos fracos contendo o grupo nitro terem sido especialmente
interessantes em termos de atividade e toxicidade,>1%?! esta tese se concentrara na obtencdo de

derivados entre 4cidos fracos contendo grupos nitro € LCA, ampliando a gama de é4cidos fracos ja
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obtidos, no estudo da sua atividade, estabilidade e ativacao e na exploragdo do mecanismo de agao
dos compostos. Paralelamente, também foi decidido incluir no estudo pro-farmacos de amida, visto
que as amidas sdo conhecidas por serem significativamente mais resistentes a hidrélise do que os
ésteres.

Este trabalho teve como principal objetivo a sintese de ésteres/amidas derivados de acidos fracos
contendo o grupo nitro e alcoois/aminas com cadeia longa. Foram sintetizados ésteres e amidas de
acido benzodico, acido 4-nitrobenzoico, acido 3.5-dinitrobenzéico e acido 3-nitro-5-
(trifluorometil)benzoico contendo comprimentos de cadeia linear de 4 a 16 atomos de carbono.

Para além de sintese o trabalho compreendeu a avaliagdo da estabilidade dos compostos
sintetizados em tampao fosfato a pH 7,4, em plasma humano e em homogenato de micobactéria.

Com base nos estudos de estabilidade e atividade, pretende-se escolher compostos que sejam
ativos nas micobactérias, € a0 mesmo tempo, apresentem uma hidrolise lenta em plasma e uma
ativagdo rapida na presenca das micobactérias. Os compostos que apresentarem estas caracteristicas

poderao ser considerados potenciais pro-farmacos para o tratamento da tuberculose.
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2 Resultados e Discussao dos Resultados

2.1 Compostos testados

Estudaram-se 20 ésteres (Tabela 3) obtidos a partir do acido benzoéico (BA) ou de outros
acidos benzdicos substituidos ¢ que foram divididos em 4 séries. A série 1 corresponde aos
derivados benzoatos, a série 2 corresponde aos derivados 4-nitrobenzoatos, a série 3 corresponde
aos derivados 3,5-dinitrobenzoatos ¢ a série 4 corresponde aos derivados 3-nitro-5-trifluorometil-
benzoatos. Na série 1, sintetizaram-se os ésteres 1a, 1b, 1c e 1e; na série 2, os ésteres 2b e 2¢; na
série 3, os ésteres 3d e 39 na série 4, os ésteres 43, 4b, 4c, 4d e 4e. Os ésteres 2a, 2e, 3a, 3b, 3c,
3e e 3f pois existiam em laboratorio. Os ésteres sintetizados de novo encontram-se na Tabela 4.

Também se estudaram e sintetizaram 20 amidas derivadas dos mesmos acidos anteriormente
descritos. A série 5 corresponde aos derivados benzamidas, a série 6 corresponde aos derivados
4-nitrobenzamidas, a série 7 corresponde aos derivados 3,5-dinitrobenzamidas e a série 8
corresponde aos derivados 3-nitro-5-trifluorometilbenzamida (Tabela 5).

Foram também estudados e sintetizados, 12 tioéteres. A série 9 corresponde aos derivados
tiobenzoatos, a série 10 corresponde aos derivados 4-nitrotiobenzoatos, a série 11 corresponde
aos derivados 3,5-dinitrotiobenzoatos e finalmente a série 12 corresponde aos derivados 3-nitro-
5-(trifluorometil)tiobenzoatos. A estrutura de todos 0s compostos estudados encontra-se na na
Tabela 3

Tabela 3 Estrutura molecular dos 20 ésteres, 20 amidas e 12 tioésteres de derivados
dos acidos fracos estudados.

O
i i L
—
| N R | N W R | N S
X// X// X//
1, X=H 5, X=H 9, X=H
2, X=4-NO» 6, X=4-NO> 10, X=4-NO;
3, X=3,5-NO, 7, X=3,5-NO; 11, X=3,5-NO>
4, X=3-NOg, 5-CF3 8, X=3-NO», 5-CF3 12, X=3-NOy, 5-CF3
ésteres X R amidas X R tioésteres X R
H
la CsHo 5a CsHy 9a CsHq
1b H CesHua 5b H CeHis H
1c CgHyy 5¢ CsHyy 9c CgHyy
le CioHas 5e Ci2Hos %e CioHos
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ésteres X R amidas X R tioésteres X R
H
2a CsHo 6a CsHo 10a CsHg
2b 4-NO; CesHis 6b 4-NO, CsHiz 4-NO;
2C CgHyy 6¢c CgHyz 10c CgHyz
2e CioHos 6e CioHos 10e CioHos
H
3a CaHy 7a CaHq 11a CaHo
3b CeHis 7b CeHis
3c CsH17 7c CsHi7 11c CsH17
3d 3,5-dNO; | CioHan 7d 3,5-dNO; | CioHz 3,5-dNO;
3e CioHz2s Te Ci2H2s 1le Ca1oHos
3f CasHo 7f CuaH29
39 CieH2s 79 C12H2s
H
4a CsHo 8a CsHy 12a CaHg
4b 3-NO-5- CeHis 8b 3-NO,-5- CsHis 3-NO,-5-
4c CFs CgHyy 8c CF; CgHy7 12¢ CFs CgHy7
4d CioHa1 8d CioH21
4e CioHz2s 8e Ci2H2s 12e CioHos

Foram realizados estudos de atividade antimicobacteriana e citotoxicidade para
todos os compostos mencionados, bem como estudos de estabilidade em tampao fosfato
e plasma humano. Além disso, foram realizados estudos de ativagdo pelas enzimas

micobacterianas em homogenato de M.smegmatis.
2.2 Sintese e Purificaciio dos Esteres

Neste trabalho, os ésteres foram sintetizados partindo dos acidos correspondentes,
0s quais, ap6s conversdao nos respetivos cloretos de acido (Método A) ou apds a
protonagao do acido carboxilico (Método B) reagiram com diferentes alcoois (butanol
a hexadecanol). Recorrendo ao Método A foram testados duas condigdes de reagao
diferentes: no método Al, o acido correspondente ¢ dissolvido no alcool
correspondente, apos o qual ¢é adicionado cloreto de tionilo. A reagdo ocorre sob refluxo
durante 5h (temperatura); no método A2, o cloreto de acido correspondente ¢ formado
por refluxo a 88 °C durante 3 horas. Depois da formacdo do cloreto de é4cido ¢é
adicionado o alcool correspondente e diclorometano (DCM) mantendo-se a mistura
reacional sob refluxo durante 24h (Figura 42). Pelo Método B, realizaram-se reagdes

de esterificacdo de Fisher usando acido sulfurico como catalisador (Figura 42).
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O
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| SOCI,, ROH, t° 5h oR
O
|
Cl
B
i |
N I on H,S0,, ROH, 120 °C, 24h | X OR
/I X/ =
X =

X =H, 4-NO2, 3,5-dNO2, 3-NO2-5-CFs R = butilo a hexadecilo
Figura 42 Esquema geral das sinteses dos ésteres de derivados de acidos fracos.

2.2.1 Esteres de derivados do 4acido benzoico.

Todos os ésteres derivados de acido benzodico foram sintetizados pelo método A1, exceto para
0s compostos 1b e 3g. O composto 3g pelo método A1 formou varios produtos e por consequéncia
nao era possivel purifica-lo. A sintese de composto 3 foi repetido por método A2. Todos os ésteres
se encontrarem puros de acordo com a caracterizagdo RMN. Na Tabela 4 encontram-se descritos
0s rendimentos e pontos de fusdo dos compostos sintetizados.

Tabela 4 Sumario das caracteristicas e rendimentos obtidos dos ésteres de derivados
do acido benzoico.

Composto X R Meétodo Aspeto Rendimento / ) (%) Ponto de Fusao (°C
la C4Ho Al Oleo Amarelo 79 -
1b CeHis A2 Oleo Amarelo 51 -
1c H CgH17 Al Oleo Amarelo 86 -
le CioHas Al Oleo Amarelo 72 -
2b 4-NO, | CgHis Al Oleo Amarelo 70 -
2C CsHiz Al Oleo Amarelo 88 -
3d 3,5- CiuoH2 Al Sélido Amarelo 99 42-44
3g dNO; | CigHss A2 Solido Amarelo 28 72-74
4a 3-NO;- C4Hy Al Oleo Amarelo 80 -
4b 5-CF3 | CeHis Al Oleo Amarelo 84 -
4c CgHy7 Al Oleo Amarelo 51 -
4d CioH21 Al Sélido Branco 84 40-42
4e CHxs Al Solido Branco 95 44-46




Os ésteres foram obtidos com rendimentos que variaram entre 28% e 99%. O baixo

rendimento de composto 3g pode ser justificado por dificuldades na purificagdo do composto.

2.3 Sintese e Purificacao das Amidas

Na série 5, sintetizaram-se as amidas 5a, 5b, 5¢c e 5e; na série 6, as amidas 6a, 6b,
6¢ e 6e; na série 7, as amidas 7a, 7b, 7c, 7d, 7e, 7f e 79 e na série 8, as amidas 8a, 8b,
8c, 8d e 8e.

As amidas foram sintetizados partindo dos acidos correspondentes, os quais, apos
conversao nos respetivos cloretos de dcido (Método C) reagiram com diferentes aminas
(butilamina a hexadecilamina). Recorrendo ao Método C foram testadas duas condigdes
de reagdo diferentes: C1, onde o acido correspondente ¢ dissolvido em DCM, apés o
qual a amina e cloreto de tionilo sdo adicionados a mistura. A reagdo ocorre sob refluxo
a 50 °C durante 24h; no método C2 o primeiro passo ¢ igual ao passo 1 do método A2
da esterificagdo, o cloreto de acido é formado sob refluxo a 88 °C durante 3 horas.

Depois a amina reage a temperatura ambiente durante 5h (Figura 43).

Cy

NHR

X =H, 4-NOz2, 3,5-dNO2, 3-NO2-5-CF3 R = butilo a hexadecilo

Figura 43 Esquema geral das sinteses das amidas de derivadas de acidos fracos.

2.3.1 Amidas de derivadas do acido benzéico.

Todas as amidas derivados de acido benzoico foram sintetizados pelo método C2,

devido ao fato que o método C1 leva a formagdo varios compostos o que complica a
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purificagdo. Todos as amidas se encontravam puras de acordo com a caracterizagao

RMN.

As caracteristicas fisicas e os rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Sumario das caracteristicas e rendimentos obtidos das amidas de derivadas

do acido benzoico.

Composto X R Meétodo Aspeto Rendimento /11 (%) | Ponto de Fusdo (°C)

5a CaHs 2 Oleo Amarelo 84 -

5b CeHis C2 So6lido Amarelo 85 36-38
5¢c H CgHy7 C2 Sélido Branco 80 38-40
5e CyoHs C2 Soélido Amarelo 78 66-68
6a 4-NO; CaHy Cc2 Sélido Branco 93 104-106
6b CeH1s C2 Solido Branco 40 84-86
6C CgHiz C2 Soélido Branco 40 82-84
6e CioHzs C2 Sélido Branco 50 96-98
7a 3,5- C4Hg C2 Solido Branco 47 102-104
7b dNO: CeHis C2 Soélido Amarelo 59 86-88
7c CgHiz C2 Sélido Amarelo 43 72-74
7d CioH2 C2 Solido Amarelo 41 82-86
Te CioHs C2 Sélido Amarelo 93 94-96
7f CiqHx C2 Sélido Amarelo 20 96-98
79 CisHzs C2 Solido Amarelo 86 102-104
8a 3-NO,- CaHg Cc2 So6lido Amarelo 84 72-74
8b 5-CF; CeHis C2 Soélido Branco 30 60-62
8c CgHiz Cc2 Sélido Amarelo 35 70-72
8d CioHa1 C2 Sélido Branco 30 90-94
8e CioHas C2 Soélido Branco 47 110-112

As amidas foram obtidas com rendimentos entre 20% e 93%. O baixo nivel de

rendimento de composto 7f pode ser justificado por dificuldades na purificagdo do

composto.

2.4  Sintese e Purificacio dos Tioésteres

Na série 9, sintetizou-se o tioéster 9a; na série 10, os tioésteres 10a e 10c¢ e na série

11, os tioésteres 11a e 11c.

Os tioésteres foram sintetizados a partir dos acidos correspondentes, os quais, apds

conversao nos respetivos cloretos de acido (Método D) reagiram com diferentes tiois

(butiltiol a dodeciltiol). No método de sintese dos tioesteres (Método D) o primeiro

passo ¢ igual ao pago 1 do método A2 da esterificagao, o cloreto de acido ¢ formado

por refluxo a 88 °C durante 3 horas. Depois disso o tiol reage na sua forma neutra em

diclorometano sob refluxo durante 2-5dias (Figura 44).
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Este método mostrou-se efetivo na sintese de tioéteres de cadeia curta. Para a sintese

de tioéteres de cadeia longa, a reagcdo foi muito lenta e a percentagem do produto obtido

foi baixa.
D
(@]
SOCI 80 °C, 3h RSH, DCM, 50 °C, 2°5 dias R
S
x//

X =H, 4-NO2, 3,5-dNO2, R = butilo a dodecilo

Figura 44 Esquema geral das sinteses dos tioésteres de derivados de acidos fracos.

24.1 Tioésteres de derivados do 4acido benzéico.

Todos os tioésteres se encontravam puros por RMN. As caracteristicas e

rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 Sumario das caracteristicas e rendimentos obtidos dos tioésteres de
derivados do acido benzdico.

Composto X R Meétodo Aspeto Rendimento /1 (%) | Ponto de Fusdo (°C)
9a H CaHo D Oleo Amarelo 46 -
10a 4-NO, CsHy D Oleo Amarelo 55 -
10c CsHi7 D Oleo Amarelo 28 -
11a 3,5- CsHo D Sélido Branco 75 50-52
11c dNO, CgH17 D Sélido Amarelo 15 72-74

2.5 Conclusoes Gerais

Os ésteres derivados de acido benzoico foram sintetizados com rendimentos
superiores a 50% pelo método Al. Os ésteres 1b e 3g foram sintetizados pelo método
A2 com os rendimentos 51% e 28% respetivamente. O éster 3g apresentou baixo
rendimento devido a necessidade de uma purificagdo adicional. A purificagdo foi feita

por cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno.

As amidas foram sintetizados com rendimentos superiores a 40% pelo método C2.
A amida 6f apresentou baixo rendimento devido a necessidade de uma purificagdo
adicional. A purificagdo das amidas 1a,1c,le, 2a, 2c, 2e, 3a, 3b, 3c, 3d e 3e foi feita
por cromatografia em coluna flash com uma mistura de hexano e acetato de etilo 7:3 e

4:1 para amidas 3f e 3g.
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Os tioésteres foram sintetizados com rendimentos superiores a 15% pelo método D.
Devido ao fato dos tidis apresentarem baixa reatividade caso se sintetizem estes
compostos novamente, o tiol deve ser ativado com um sal de metal alcalino.

RSNa + R'COC1 — R'COSR + NaCl

2.6 Caracterizacao por Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Através da técnica RMN foram obtidos os espetros de protdo (*H-RMN) e carbono
(*3C-RMN) em cloroférmio deuterado (CDCl3) e em metanol deuterado (MeOD).

A partir dos varios espetros obtidos, que estdo representados no Anexo A3. , foi
possivel fazer a identificagdo de cada um dos compostos sintetizados. Os valores dos
desvios quimicos dos sinais de protdo e de carbono dos espetros de RMN dos compostos

testados (Figura 45) encontram-se nas Tabela 7 e Tabela 12

s 4l
7
1 10
5 (o)
- 9 1 s
O\N + 2 n
[l 3
(e}
Derivados benzoatos 1 Derivados 4-nitrobenzoatos 2
0 o
/’L+ ! | |+ 7 |
z ~N
7S CHs
4 ‘ ni3
_/Ng F
o "0 F F

Derivados 3.5-dinitrobenzoatos 3 Derivados 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos 4

n=1-12

Figura 45 Representacio Estrutural dos ésteres sintetizados.

Tabela 7 Sumarios dos desvios quimicos (em ppm) dos sinais de protido presentes nos
espetros 'H-RMN dos ésteres (s - singuleto alargado, d - dupleto, t - tripleto, dd - dupleto
dupletos, dt - dupleto tripletos, td —triplrto dupletos, m - multipleto).

Composto Protées Aromaticos Protoes da Cadeia Alquilica Pl,;(l)ﬁ o
C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx CHz
la 8.06, m 7.46, m 7.55,m 4.35,t 177,m | 151, m 1t -
1b 8.06, m 746, m 7.56, m 433t 1.78,m | 147, m | 092t -
1c 8.06, m 746, m 7.56, m 433t 1.77,m | 145 m | 090t -
le 8.06, m 746, m 756,m | 433t | 177, m | 128 m | 090t -
2¢ 8.31, AA’ 8.22, BB’ - 4.38, t 181, m | 131, m | 090t -
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Composto Protdes Aromaticos Protdes da Cadeia Alquilica Pl,;(l)lt_? 0
C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx CHs
ad - 9.17,d 9.24,t 447,t | 185, m | 128, m | 088t -
39 - 9.17,d 9.24,t 447,t | 185, m | 1.27,m | 0.89t -
4a - 8.69,dd | 863,dd | 9.05t 445t | 183, m | 151, m | 098t -
4b - 8.68,dd | 863,dd | 9.05t 444t | 184, m | 140,m | 093t -
4c - 8.69,dd | 863,dd | 9.05t 444,t | 184,m | 131, m | 089t -
4d - 8.68,dd | 8.63,dd | 9.05t 444,t | 183, m | 1.30,m | 0.88t -
4e - 8.69,dd | 863,dd | 9.05t 444t | 183, m | 129, m | 0.89t -

Tabela 8 Sumarios dos desvios quimicos (em ppm) dos sinais de carbono presentes
nos espetros *C-RMN dos ésteres.

Composto Carbonos Aromaticos Carbonos da Cadeia Alquilica |
C1 C2/6 C3/5 C4 c7 C9 | C10 | C11-Cx | CHs

la 130.6 129.5 128.2 132.8 | 1669 | 650 | 30.8 193 13.8
1b 130.6 129.5 128.3 1328 | 1668 | 653 | 31.7 25.7 14.0
1c 130.7 129.5 128.3 1328 | 1669 | 651 | 31.7 26.1 14.1
le 130.7 129.5 128.3 1328 | 1669 | 653 | 322 26.0 14.1
2c 136.2 130.6 1235 1505 | 1649 | 66.2 | 32.0 25.8 14.1
ad 134.1 1294 148.8 1223 | 1625 | 67.3 | 318 255 14.1
3g 1342 1294 148.7 1223 | 1627 | 67.1 | 320 25.9 14.1
4a 1313 | 1276 | 1244 | 1488 | 1338 | 1206 | 163.7 | 665 | 304 210 139
4b 1313 | 1276 | 1244 | 1488 | 1339 | 1206 | 1635 | 668 | 314 26.0 14.1
4c 1333 | 1318 | 127.7 | 1489 | 1336 | 1243 | 1632 | 668 | 318 259 14.0
4d 1332 | 1327 | 1275 | 1487 | 1338 | 1244 | 1635 | 668 | 317 259 14.1

Através da analise de 'H-RMN e 3C-RMN, os sinais dos protdes aromaticos da série
1 apresentaram multiplicidade m, na série 2 multiplicidade do sistema AA"BB’, na série
3 multiplicidade d ligados ao C4 e t ligados ao C2/C6, na série 4 multiplicidade dd.
Os sinais dos protdes da cadeia alquilica em ésteres apresentaram multiplicidade t
ligados ao C9, m ligados ao C10, m ligados ao C11-Cx (observou-se a sobreposi¢ao
dos sinais de protao dos grupos alquilo a partir de trés carbonos (multipletos largos)) e

t nos sinais do grupo metilo. (Tabela 7 e Tabela 8)

61




o}
I
04N

n=1-

Derivados benzamidas 5

+ 7 |

o

N+
NS
o~ SO

N

nl3

Derivados 3.5-dinitrobenzamidas 7

12

Figura 46 Representacio Estrutural das amidas sintetizadas.

10
NH
CHs
9 11

ni3
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Tabela 9 Sumarios dos desvios quimicos (em ppm) dos sinais de protido presentes nos

espetros *H-RMN das amidas (s - singuleto alargado, d - dupleto, t - tripleto, dd -
dupleto dupletos, dt - dupleto tripletos, td — tripleto dupletos, m - multipleto).

Composto Protdes Aromaticos Protoes da Cadeia Alquilica Pl;)'t_? 0
C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx CHs
5a 777, m 744, m 749, m | 347,td | 161, m | 143, m | 098,t | 6.155
5b 777, m 7.43, m 748, m | 347,1d | 162, m | 1.35,m | 091t | 6.10,s
5¢c 777, m 7.45, m 750,m | 347,d | 1.62,m | 1.30,m | 0.89,t | 6.11,s
5e 777, m 745, m 750,m | 347,td | 162,m | 1.33,m | 090,t | 6.11,5s
6a 8.30, AA’ 7.93, BB’ - 350,td | 1.66,m | 143, m | 0.99,t | 6.19 s
6b 8.30, AA’ 7.94, BB’ - 350,td | 1.66,m | 1.36,m | 0.93,t | 6.14,s
6¢ 8.22, AA’ 7.85, BB’ - 3.41,td 122, m 0.81,t | 6.10,s
6e 8.30, AA’ 7.93, BB’ - 349,td | 1.67,m | 128 m | 0.89,t | 6.17,s
7a - 8.96,d 9.18,t 356,td | 1.68,m | 147, m | 1.01,t | 6.40,s
7b - 8.96,d 9.17,t 355td | 1.70,m | 142,m | 0.92,t | 6.42,s
7c - 8.95,d 9.18, t 354,td | 1.7, m | 1.32,m | 0.89,t | 6.37,s
7d - 8.96, d 9.18,t 354,td | 1.69,m | 129m | 0.88,t | 6.39,s
Te - 8.96,d 9.18,t 354,td | 1.69,m | 129,m | 0.88,t | 6.40,s
7f - 9.01,d 9.14,t 353,td | 1.76,m | 126,m | 0.87,t | 7.07,s
79 - 8.95,d 9.18, t 354,td | 1.69,m | 1.26,m | 0.89,t | 6.36,S
8a - 8.54,dd | 8.34,dd 8.68, t 345,td | 159, m | 138, m | 091,t | 6.25s
8b - 8.63,dd | 8.42,dd 8.76, 1 353,td | 1.68,m | 1.39,m | 0.90,t | 6.25s
8c - 8.63,dd | 8.43,dd 8.76, 1 353,td | 1.68,m | 1.32,m | 0.90,t | 6.27,s
8d - 8.63,dd | 8.42,dd 8.77,1 352,td | 1.69,m | 128, m | 0.89,t | 6.30,s
8e - 8.62,dd | 8.42,dd 8.76,t 352,td | 1.68,m | 1.29,m | 0.89,t | 6.29,s
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Tabela 10 Sumarios dos desvios quimicos (em ppm) dos sinais de carbono presentes
nos espetros 3C-RMN das amidas.

Composto Carbonos Aromaticos Carbonos da Cadeia Alquilica |
C1 C2/6 C3/5 C4 cr C9 | C10 | Cl11-Cx | CHs

5a 135.0 128.5 126.9 1312 | 167.7 | 403 | 318 20.2 13.8
5b 134.8 128.5 126.9 1312 | 1676 | 403 | 31.7 26.6 14.0
5¢C 1349 128.5 126.9 1312 | 1675 | 403 | 320 27.1 14.1
5e 1349 128.5 126.8 1313 | 1675 | 403 | 319 27.0 14.1
6a 140.6 128.1 1237 1494 | 1656 | 403 | 319 20.1 13.7
6b 1405 128.1 1238 1496 | 1655 | 405 | 313 26.7 14.0
6 1405 128.1 1238 1496 | 1655 | 40.7 | 316 26.8 14.1
6e 140.5 128.1 1238 1496 | 1655 | 40.7 | 316 26.8 14.1
7a 1384 127.2 148.6 1210 | 1629 | 40.7 | 316 20.0 137
7b 1384 127.2 148.9 1210 | 1630 | 409 | 314 26.8 14.0
7c 138.2 1272 148.9 1210 | 1627 | 409 | 318 26.9 14.1
7d 138.2 127.2 148.7 1209 | 1630 | 411 | 319 27.1 14.1
Te 1384 127.2 148.9 1209 | 1627 | 410 | 319 26.9 14.1
7f 138.6 127.5 148.9 1213 | 1629 | 414 | 321 27.3 144
79 138.2 127.1 148.9 1210 | 1629 | 409 | 321 26.9 14.1
8a 1301 | 1251 | 1230 | 1486 | 1379 | 120.7 | 1642 | 404 | 317 26.1 13.8
8b 1300 | 1247 | 1228 | 1483 | 1379 | 1209 | 163.7 | 40.7 | 314 26.8 14.0
8c 1230 | 1247 | 1228 | 1483 | 1379 | 1224 | 163.7 | 409 | 316 29.5 14.0
ad 1329 | 1300 | 1248 | 1484 | 1376 | 123.0 | 1639 | 409 | 317 29.4 14.0
8e 1329 | 1300 | 1248 | 1485 | 1378 | 123.0 | 1638 | 409 | 314 29.6 135

Através da anélise de H-RMN e 3C-RMN, os sinais dos protdes aromaticos da série 5
apresentaram multiplicidade m, na série 6 multiplicidade do sistema AA"BB’, na série
7 multiplicidade d ligados ao C4 e t ligados ao C2/C6, na série 8 multiplicidade dd. Os
sinais dos protdes da cadeia alquilica em amidas apresentaram multiplicidade td ligados
ao C9, m ligados ao C10, m ligados ao C11-Cx (observou-se a sobreposi¢do dos sinais
de protao dos grupos alquilo a partir de trés carbonos (multipletos largos) e t nos sinais

do grupo metilo. As amidas apresentaram s largos correspondentes ao NH. (Tabela 9 e

Tabela 10)
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Figura 47 Representacio Estrutural dos tioésteres sintetizados.

Tabela 11 Sumarios dos desvios quimicos (em ppm) dos sinais de protio presentes
nos espetros *H-RMN dos tioésteres (s - singuleto alargado, d - dupleto, t - tripleto, dd -
dupleto dupletos, dt - dupleto tripletos, td — tripleto dupletos, m - multipleto).

Composto Protoes Aromaticos Protoes da Cadeia Alquilica P[l;(l)lt-? 0
C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx CHjs
9a 7.99,m 747, m 757, m | 310,t | 167, m | 148 m | 097t -
10a 8.23, AA” | 8.04, BB’ - 3.06,t | 161, m | 141, m | 0.90,t -
10c 8.31, AA” | 8.13,BB’ - 324,t | 1.7, m | 1.30,m | 0.89,t -
1la - 9.10,d 924t | 323,t | 1.74,m 15 m 1.00, t -
11c - 9.10,d 924t | 322,t | 175 m | 129, m | 0.89,t -

Tabela 12 Sumarios dos desvios quimicos (em ppm) dos sinais de carbono presentes
nos espetros *C-RMN dos tioésteres.

Composto Carbonos Aromaticos | Carbonos da Cadeia Alquilica
C1 C2/6 | C3/5 C4 Cc7 C9 | C10 | C11-Cx | CH3

%9a 1342 | 1286 | 127.1 | 137.7 | 1922 | 318 | 28.7 22.2 129
10a 1418 | 1282 | 1238 | 150.7 | 190.8 | 315 | 295 22.0 135
10c 1420 | 1282 | 1238 | 1505 | 190.8 | 31.9 | 29.9 22,6 14.1
1la 140.1 | 1269 | 1489 | 1222 | 1881 | 30.9 | 30.0 22.1 13.6
11c 140.1 | 1269 | 148.7 | 1222 | 1883 | 30.9 | 30.0 22.1 14.1

Através da analise de 'H-RMN e 3C-RMN, os sinais dos protdes aromaticos da série
9 apresentaram multiplicidade m, na série 10 multiplicidade do sistema AA’BB’, na
série 11 multiplicidade d ligados ao C4 e t ligados ao C2/C6, na série 12 multiplicidade
dd. Os sinais dos protdes da cadeia alquilica em tioésteres apresentaram multiplicidade

t ligados ao C9, m ligados ao C10, m ligados ao C11-Cx (observou-se a sobreposi¢ao
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dos sinais de protao dos grupos alquilo a partir de trés carbonos (multipletos largos) e t

nos sinais do grupo metilo. ( Tabela 11 e Tabela 12)

2.7 Estudos de Estabilidade dos Esteres, Tioésteres ¢ Amidas de

derivados de Acido Benzoico

Os compostos sintetizados foram estudados quanto a sua estabilidade quimica e
enzimatica. Foram para isso feitos estudos cinéticos em tampao fosfato a pH 7,4 (para
avaliar a reacdo de hidrélise quimica), em plasma humano (para avaliar a estabilidade
em plasma) e em homogenato de M.smegmatis (para avaliar a potencial reacdo de
ativagdo enzimatica em micobactérias). A monitorizagdo das reagdes e a detecdo dos
compostos e dos seus metabolitos foi feita através da técnica cromatografia liquida de
alta pressao (HPLC) em coluna de fase reversa acoplada a um detetor de UV. Para o
efeito foram previamente realizados os espectros de absor¢cao no UV dos compostos e
0s seus metabolitos.

Na Figura 48 encontra-se um exemplo dos espectros de absor¢do para o composto
4a e respetivo acido carboxilico.

Na Tabela 13 encontra-se um resumo dos comprimentos de onda e tempos de

retengdo de todos os compostos e metabolitos analisados.

3,5

~
N [

Absorvancia
P
(9]

0,5
0
200 207 214 221 228 235 242 249 256 263 270 277 284 291 298 305 312 319 326 333

Comprimento de onda (nm)

acido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzdico 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de butilo

Figura 48. Espetro UV obtido para o acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzéico e 3-
nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo.
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Tabela 13 Tempos de retencio (tR) e comprimentos de onda de absorcio (1) dos compostos testados nos estudos de HPLC no eluente acetonitrilo:

dgua (80:20) com dihidrogenofosfato de potassio (0,001 mol/dm? e 0,002% (v/v) de acido fosférico (85%)). tR em minutos e A em nanémetros.

Comprimen | Tempo de Compri | Tempo de Compri | Tempo de
to de | retengdo mento retencdo tioéster mento retengao
ésteres | X R onda(A)/ nm | (tR)/ min | amidas | X R de (tR)/ min es X R de (tR)/ min
onda())/ onda(L)/
nm nm
H 2,13
la CaHg 9,85 5a CaHg 3,43 %9a C4Hg 14,6
1b H CeHis 11,1 5b H CeHis 3,76 - H - -
1c C8H17 230 16,8 5c CgH17 230 6,50 9¢ C3H17 230 23,0
le C12H25 26,7 5e Clezs 16,7 9% C12H25 32,7
H 2,48
2a CaHg 9,46 6a CasHg 4,52 10a CisHg 13,3
2b 4-NO» CeHais 255 10,1 6b 4-NO; | CgHis 255 5,76 - - 255 -
2C C8H17 14,7 6c CgH17 6,79 10c 4'N02 C8H17 22,2
2e CioHos 21,8 6e CioHos 16,8 - - -
H 2,14
3a CaHg 6,15 7a CaHg 3,88 1la CsHg 12,7
3b CeHis 8,41 7b CsHis 4,02 - - -
3c 3,5- C8H17 13,2 7c 3,5- C8H17 7,59 11c C8H17 20,0
3d dNO; | CyHax 15,9 7d dNO; | CioHa 12,0 - 35- - -
3e CiHzs 230 21,7 7e CpHys | 230 194 11e dNOz2 [ CpHy | 230 233
3f C1aH29 34,5 7f CiaHz9 335 - - -
39 CisHos 45,9 79 CioHos 445 - - -
H 3,38
4a C4H9 5,12 8a C4H9 5,69 12a C4H9 8.9
4b 3-NOz- | CeHiz 13,1 8b 3- CeHis 6,94 - 3- - -
4c 5CF3 | CgHy 240 15,6 8c NOx- | CgHy 240 10,8 12¢ NOz-5- | CgHyr 240 15,2
4d CioHa 18,7 8d 5-CFs | CyHy 173 - CFs - -
4e C12H25 30,3 8e C12H25 29,1 12e C12H25 34,7




A determinagdo das concentragdes dos compostos e 0S seus metabolitos foi feita

recorrendo ao uso de curvas de calibragdo. (A4.)

2.7.1 Estabilidade em tampao de fosfato pH 7,4

A hidrolise quimica foi avaliada em tampao fosfato a pH fisiologico (7.4) para
determinar a sua influéncia nos estudos enzimaticos. Dado que se observou que a
conversao de éster/amida com cadeias longas (Cg-Ci6) no acido nao € quantitativamente
equivalente, o que pode ser relacionado com a alta lipofilia e formag¢ao de precipitados,
todos os calculos foram realizados pela formagao de acido. Preparou-se tampao fosfato
com concentragdo (Ct) 0,01 M, forca ionica (I) 0,15 M e pH 7,4. A estabilidade de todos
0s compostos foi avaliada no tampdo mencionado diluido com 20% de acetonitrilo
(ACN) e a temperatura de 37°C durante duas semanas. Os ensaios foram realizados em

triplicado.

A partir da determinagao das concentragdes de acido calcularam-se as percentagens

de degradagao de éster/amida (A5. ) como constam na Tabela 14.



Tabela 14 Resultados obtidos dos valores de percentagem de degradacio do éster ou amida, ao fim de 14 dias, em tampao de fosfato pH 7,4.

Degradacéo (%) Degradacio (%) Degradacéo (%)
L amid tioéste
ésteres X R as X R res X R
24h 48h 72h 168h 332h 24h | 48h | 72h | 168h | 332h 24h | 48h | 72h | 168h | 332h

la CaHo 0 0 0 1 2 5a CqHo 0 0 0 0 0 9a Cs4Ho 0 0 0 0 0
1c H CegH1r 0 0 0 0 0 5¢c H CeHu17 0 0 0 0 0 9c H CgHy7 0 0 0 0 1
le CioHos 0 0 0 0 0 5e CoHxs | 0O 0 0 0 0 e CpoHxs | O 0 0 0 0
2a 4-NO, CaHo 0 1 1 2 4 6a 4-NO, CqHo 0 0 0 0 0 10a 4- CsHy 0 1 1 2 4
2C CgHy7 0 1 1 3 6 6C CgHy7 0 0 0 0 0 10c NO; CgHiz 0 0 0 0 1
2e CioHos 0 0 0 1 1 6e CoHxs | O 0 0 0 0 10e CioHxs | O 0 0 0 0
3a 3,5- CqHo 10 14 18 40 65 Ta 3,5- CsqHg 0 0 0 0 0 1la 3,5- CqHg 3 6 9 19 35
3c dNOZ CgH17 0 0 1 2 3 7c dNOZ CgH17 0 0 0 0 0 11c dNOZ CgH17 0 0 1 1 3
3e CioHos 0 0 1 1 2 7e CoHxs 0 0 0 0 0 1le CioHos 0 0 0 0 1
da 3- CqHo 5 12 16 35 60 8a 3- CsqHg 0 0 0 0 0 12a 3- CqHg 1 3 4 10 18
4c NOZ' CgH 17 0 1 1 3 6 8c NOZ' CgH 17 0 0 0 0 0 12¢ NOZ' C8H17 0 1 1 2 3
de 5-CF3 CiHxs 1 2 3 6 11 8e 5-CFs CioHos 0 0 0 0 0 12e 5-CF3 CioHas 0 0 0 0 0




Observou-se que todos os compostos testados apresentam estabilidade elevada em PBS a pH7.4.
Os ésteres degradam mais rapidamente do que os tioésteres. As amidas por sua vez nao apresentam
degradac@o relevante durante 345h (Tabela 14). Na Figura 49 encontra-se representado um grafico
que mostra um exemplo da variagdo da concentragdo do éster — 3.5 dinitrobenzoato de butilo (3a) —
e do acido correspondente, ao longo de 345 h.

3,5-dinitrobenzoato de butilo
6,00E+06
— 5,00E+06
4,00E+06
3,00E+06

2,00E+06

Concentragdo (M

1,00E+06

0,00E+00
0 100 200 300 400

tempo/h

Ester @ Acido

Figura 49 Variacio da concentragio de éster 3a e acido em tampaio fosfato (pH = 7,4,
T=37 °C)

Entre os ésteres e tioésteres apenas os compostos com cadeias curtas (C4) contendo dois grupos
atratores de eletrdes no anel aromatico (3.5-dinitrosubstituidos e 3-nitro-5-(trifluorometil)
substituidos), apresentam degradagao significativa confirmando a influéncia do efeito indutivo na
taxa de hidrdlise quimica. (2.7.1.1). Os ésteres e tioésteres 4-nitrosubstituidos apesar que possuirem
um grupo atrator dos eletrdes em posigao -para mostram baixo nivel de degradagdo em PBS a pH7.4.
Isso pode ser explicado pelo facto do grupo nitro em posi¢ao -para estar mais afastado do grupo
carboxilo em comparagédo com o grupo nitro em posi¢ao -meta, diminuindo o efeito indutivo. Além
disso, € dbvio que um grupo atrator de eletrdes (Compostos 4-nitrosubstituidos) t€ém menos impacto
indutivo no grupo carboxilo do que dois grupos atratores de eletrdes (compostos 3.5-
dinitrosubstituidos e 3-nitro-5-(trifluorometil) substituidos). Os ésteres que apresentam mais
degradacdo sdo 3a (3.5-dinitrobenzoato de butilo) e o 4a (3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de
butilo) ). Estas moléculas mostraram decompor-se 65% para 0 3a e 60% para o 4a ao fim de 345
horas. Dos tioésteres degradagdo significativa apresentam apenas o composto 1la (3.5-
dinitrotiobenzoato de butilo) se degradou em 35% e composto 12a (3-nitro-5-(trifluorometil)-
tiobenzoato de butilo) se degradou em 18%.

Nos compostos com cadeia longas (C8 ¢ C12) praticamente nao foi observada degradagio.



2.7.1.1 Efeito do pKa dos acidos fracos.

A acidez dos 4acidos carboxilicos pode variar significativamente. Essas diferencas de acidez
podem ser explicadas quase exclusivamente pelo efeito indutivo® de substituintes ligados ao
grupo carboxilato. O acido benzdico em si, ¢ um acido um pouco mais forte que o acido ciclo-
hexanocarboxilico pelo fato de que o grupo carboxilo do 4cido benzdico esta ligado a um

carbono hibridizado sp2 que é mais eletronegativo e atrator de eletrdes: 2%

pKg = 4.20 pKg = 4.87

Os substituintes doadores de eletrdes aumentam a densidade eletrdnica do anel aromatico,
ativando-o para SEA. Os grupos atratores de ecletrdes diminuem a densidade eletronica,
desativando o anel aromatico para as mesmas reagoes. De maneira semelhante, os substituintes

TN,
)

Substituintes desativadores, como o grupo nitro (-NO>), removem a densidade eletronica

do anel aromatico e também do anido carboxilato. Isso estabiliza a carga negativa da base
291

tém efeito sobre a acidez dos acidos benzodicos.

— OH
w

W — grupo atrator de eletroes

W

conjugada, aumentando a acidez do acido carboxilico.
I\ I\
D — OH — o

D — grupo doador de eletroes
O efeito oposto ocorre com substituintes doadores de eletrdes. A base conjugada do

acido benzobico ¢é desestabilizada por substituintes doadores de eletrdes, tornando o acido

D

carboxilico menos acido. 2%

® O efeito indutivo é um efeito experimentalmente observavel da transmissdo de carga através de uma
cadeia de 4tomos numa molécula por indugio eletrostatica.?®
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Todos os compostos estudados nesta tese sdo derivados do acido benzoico contendo
grupos aceitadores de eletrdes e desativadores do anel aromatico. Os substituintes
utilizados foram 4-nitro (NO>), 3,5-dinitro e 3-nitro-5-(trifluorometilo) (ordem crescente
do poder desativador: CF3 < NO).2%

Uma boa medida da estabilidade do anido é o pKa do acido conjugado.

No sentido de verificar o efeito dos diferentes grupos substituintes do anel aromatico
na velocidade de hidrolise quimica para os ésteres estudou-se 0 efeito do pKa de acidos
fracos naquela velocidade de degradagdo. Construiu-se entdo um grafico para quatro
ésteres derivados de acido benzoico (la), acido 4-nitrobenzodico (2a), acido 3.5-
dinitrobenzoéico (3a) e acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzdico (4a) com cadeia
alcoxilica de 4 atomos de carbono com base nos valores indicados na Tabela 15 e Figura
50.

Tabela 15 Efeito do pKa dos acidos fracos na percentagem de degradacéo ao fim de
354 horas dos ésteres derivados de acido benzéico substituido com cadeia 4 atomos de
carbono: benzoato de butilo (1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-dinitrobenzoato de
butilo (3a) e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo (4a).

o) | P |
| oH o7 oH F OH

F
OH o
SN +
|

pKa 4,21 3,41 2,82 3,05

%/345h 2 4 65 60

70
3a
60 4a

50
R?=0,7224
40

30

%/345h

20

10

0 2a 13

2,5 3 3,5 4 4,5
pKa

Figura 50 Efeito do pKa dos acidos fracos na velocidade de degradacio dos ésteres
derivados de acido benzoico substituido com cadeia 4 atomos de carbono: H-benzoato de
butilo (1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-dinitrobenzoato de butilo (3a) e 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzoato de butilo (4a).
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O grafico da Figura 50 mostra uma possivel correlagio entre o pKa dos acidos fracos
e velocidade de degradacio (R?=0.72). O composto com menor pKa (3a; pKa=2.82)
degrada mais rapidamente, e ao contrario o composto com maior pKa (1a; pKa=4.21)
degrada mais lentamente. Neste ensaio a degradagdo dos compostos 1a e 2a ¢ muito
baixa (4% e 2% correspondente/345h). Tendo em conta que erro associado a este ensaio
que ¢ cerca de 5%, ndo podemos tirar do grafico mais do que uma tendéncia que, N0

entanto, vai na direcao do que seria de esperar.

2.7.2 Estabilidade em plasma humano

Estes estudos foram efetuados plasma humano diluido a 80% com tampao fosfato
pH 7,4 de concentracao total 0,05M e forga idnica 0,15M a temperatura de 37°C. O
meio reacional continha sempre 2% de acetonitrilo, sendo adicionadas quantidades de
substratos a partir de solugdes maes. As reacdes de hidrdlise processaram-Se sempre

partindo de uma concentragdo inicial de substrato de 5x10*M.

O plasma ¢é uma solugdo aquosa, sendo o maior componente do sangue (55%). E
constituido principalmente por agua (92%), possui pH 7.4, e contem substancias de
diversos pesos moleculares que perfazem 7% do seu volume. Estes componentes
dissolvidos s3o proteinas plasmaticas. Também se incluem 1% outros solutos:

nutrientes, gases respiratorios, hormonas e ides inorganicos.?®!

Qualquer farmaco ou pro-farmaco em desenvolvimento devera ter a sua estabilidade
em plasma estudada. No caso de um composto passivel de ser hidrolisado pelas
esterases humanas este estudo ¢ ainda mais premente. No caso de pro-farmacos
desenvolvidos para serem ativados por esterases de micobactérias ¢ ainda importante
demonstrar que o fAirmaco ndo so € resistente as esterases do plasma como também

consegue ser ativado pelas esterases das micobactérias.

Foram realizados estudos de estabilidade com os ésteres/amidas derivados de BA de
modo a avaliar a degradacdo enzimatica e selecionar assim os ésteres/amidas mais
adequados do ponto de vista de estabilidade frente a essas mesmas enzimas. Como ¢
dificil garantir que o plasma humano mantenha a sua atividade durante longas

incubagoes, o periodo de incubagao de 72 horas nao foi excedido.
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Dado que a conversdo do éster/tioéster no acido é quantitativamente equivalente,
esta reagcdo pode ser seguida tanto pela formacao do acido como pela diminui¢ao do
¢éster/amida. No entanto, todos os calculos foram realizados pela formagao de acido. De
modo a quantificar a hidrolise enzimatica que ocorreu para os ésteres e tioésteres
calculou-se a constante de pseudo-1* ordem (kobs) € tempo de semivida (t12) (Tabela
16).

Uma vez que a taxa de degradagdo das amidas apresenta valor muito reduzido, nao
foram calculadas as constantes de velocidade (kobs) nem os tempos de meia-vida (ti2)
calculando-se apenas a percentagem de degradacdo da amida (Tabela 17).

Para os compostos onde se observou degradagdo em plasma, as taxas de hidrdlise
quimica determinadas anteriormente (Tabela 14) foram sempre significativamente
inferiores as taxas de hidrélise observadas nos estudos de estabilidade em plasmas. Tal
significa que a degradacdo observada em plasma e em homogenato de micobactéria se
deve essencialmente a hidrolise enzimatica e que a velocidade de hidrélise quimica

pode ser desprezada por ser significativamente inferior.

Tabela 16 Estudo da hidrolise enzimatica. Constantes de velocidade de reacéo e
tempos de semivida de ésteres/tioésteres de derivados de acido benzoico substituido em
plasma humano a temperatura 37°C durante 72h. Concentracio inicial de substrato
(éster/tioéster) - 5x10*M com 2% de ACN.

Kobs % 100 172 (h) Kobs < 100 172 (h)
ésteres X R (hh) tioésteres X R (Y

la C4Ho 441 +6,1 1,59+0,21 9a CaHy 92,3+1,8 0,75+ 0,01
1b CeH1s3 11,6 1,2 6,00+ 0,61 - - -

1c H CgHiz 2,66 +0,23 26,1 +24 9c H CgH17 149+09 4,66 + 0,28
le CioHos n/d n/d 9e CoHys 0,60 £ 0,07 116 £13
2a C4Ho 132+ 6 0,53+ 0,01 10a CaHy 345+13 2,01+ 0,08
2b 4-NO, CeH13 274+58 2,62+0,63 4-NO, - - -

2c CsHyy 9,73+1,20 7,18+0,9 10c CgH17 8,08+0,21 | 8,58+0,22
2¢! Ci2Hos 0,66+0,10 106 + 17 10e - - -

3a C4Ho 8,08+0,29 | 859+0,31 1la C4Hq 103+1,9 6,84+1,14
3b 3,5- CeH1s3 5,68+ 0,47 12,3 £1,0 3,5- - - -

3c dNO; CsHyy 3.53+0,44 19,9+2,6 11c dNO; CgH17 11,8+19 5,96 +1,03
3d CioH21 | 0,98+0,07 71,0+4,7 - - -

3 CioHos 0,89+0,13 784+11,7 1le CioHos 2,85+0,21 244+19
3f CuHos 0,97 +0,23 74,1+ 18,7 - - -

39 CisHz2 n/d n/d - - _

4da C4Ho 12,5+ 1,8 5,63+0,88 12a C4Hq 786+0,64 | 886+0,76
4bh 3-NOy- CeHiz 5,96 +1,28 12,0£24 3-NO,- - - -

4c 5-CF;3 CgH17 2,30+ 0,06 30,1 + 09 12¢ 5-CF; CgH17 3,47+0,54 20,3+3,0
4d CioH2 1,26+ 0,04 550+1,7 - - -

4e CioHos n/d n/d 12e CoHys 0,78+0,01 892+14

n/d — ndo degrada

Ensaio foi feito nos estudos anteriores.®
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Ao comparar estabilidade em plasma humano de ésteres e tioésteres entre si (Figura
51) verificou-se que entre os ésteres os compostos 4-nitrosubstituidos sdo degradados
mais rapidamente (Figura 51:B), enquanto os tioésteres que apresentem menor
estabilidade sdo derivados de acido benzéico nio substituido (Figura 51:A). E provével
gue as enzimas responsaveis pela hidrolise ésteres ¢ tioésteres plasma sejam diferentes.
Os ésteres e tioésteres derivados de acido 3.5-dinitrobenzoico (Figura 51:C) e derivados
de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico (Figura 51:D) apresentam a estabilidade

semelhante em plasma humano.

Tioesterases (E.C.3.1.2.) sdo principais enzimas responsaveis pela hidrolise dos

tioésteres.

A butirilcolinestrase ¢ a principal enzima responsavel pela hidrolise de ésteres no
plasma humano (1.2.2.1).32 Uma vez que ndo ha carboxilesterase no plasma humano,
a BuChE desempenha um papel no processamento, catabolismo e/ou desintoxicagdo de

numerosos compostos contendo fungdes éster, tioéster e até amida.%

A familia das tioesterases. As tioesterases sao enzimas envolvidas na clivagem de
ligagdes tioesteres, reacdao principalmente envolvida no metabolismo de lipidos. As
acetil-CoA tioesterases (ACOT), nome mais correto para as tioesterases,, fazem parte
de um grupo de enzimas que hidrolisam acetil-CoAs em acidos gordos livres e
coenzima A.2%%2% Também podem ser citadas como acetil-CoA hidrdlases, acetil-CoA
tioesters hidrolases e palmitiol-CoA hidrdlases. Estas enzimas sdo localizadas em
muitos compartimentos celulares tais como reticulo endoplasmatico, citosol,
mitocondria e peroxissomas. No entanto as fungdes fisiologicas destas enzimas ainda
ndo foram totalmente elucidadas.?®® Apesar disso, se admite que estejam no controlo
dos niveis de CoA ésteres, acidos gordos livres e coenzimas. Desta forma controlaria
os efeitos que as variagdes dos niveis destas moléculas possam ter em processos
celulares. Podemos entender a importancia das acetil-CoA tioesterases quando
observamos a grande quantidade de processos que envolvem longas cadeias de acetil-
CoA e acidos gordos livres. Estas moléculas sdo importantes intermedidrios na sintese

295

e degradagdo de acidos gordos,* além de possuirem papéis importantes na distribui¢ao

297.2%8 reoulagdo alostérica de muitas enzimas, regulagdo dos canais de K*

de proteinas,
sensiveis ao ATP, ativagio de ATP-ases de Ca®", regulacdo da secrecdo de insulina,

transdugdo de sinal através da quinase C, redugdo da indug¢ao de apoptose via acido
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retindico e o envolvimento na ligago e na fusdo de membranas intracelulares.?*® Além
disso, foi demonstrado a participagdo de acetil-CoA na regulagdo transcricional através
da interacdo com recetores nucleares. O acetil-CoA se comporta como ligante para o
recetor nuclear hepatico 4 alfa (HNF-4a) o qual ¢ ativado ou inibido dependendo da

presenca, ou auséncia de acetil-CoA.2*° Acetil-CoA também liga-se ao recetor nuclear
da hormona tireoidiano e, portanto, inibe a ligagio do T3.3%

Estas enzimas sao distribuidas em todo o corpo humano a grande quantidade devido

a importancia de processos que envolvem longas cadeias de acetil-CoA ¢ acidos gordos
livres. 30t
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Figura 51 Estudo da estabilidade enzimatica comparativo dos ésteres e tioésteres de
derivados de acido benzéico substituido em plasma humano:

A. Derivados de acido benzéico; B. Derivados de acido 4-nitrobenzoico; C. Derivados
de acido 3,5-dinitrobenzoico; D Derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoico.
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Como foi dito anteriormente as amidas ndo apresentaram praticamente nenhuma
degradagdo durante 72h e apenas uma amida, derivada de acido 4-nitrobenzoico (6a)
mostrou 32% de degradagdo ao longo de 72h. Uma vez que a taxa de degradagdo
apresenta valor muito reduzido, nao foi possivel calcular as constantes de velocidade
(Kobs) Nnem os tempos de meia-vida (ti2) calculando-se apenas a percentagem de
degradacao da amida. Para comparar a percentagem de degradagao ao fim de 24h, 48h

e 72h dos ésteres, tioésteres e amidas foi criada a Tabela 17.

A Figura 52 representa o estudo comparativo de efeito do substituinte no anel
aromatico na estabilidade quimica e enzimatica. O estudo foi realizado com quatro
ésteres com cadeia alcoxilica igual (4 atomos de carbono) e diferente substitui¢do no
anel benzénico: H-benzoato de butilo (1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-
dinitrobenzoato de butilo (3a) e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo (4a).
Construiram-se entdo 0S graficos que ilustram a degradacdo desses compostos em
plasma humano (representada por Kobs) (Figura 52:A) e em PBS pH7.4 (representada
pela percentagem de degradacio ao fim de 14 dias de ensaio) (Figura 52:B).

Ao comparar estabilidade quimica e enzimatica analisando os graficos na Figura 52
verificou-se que em PBS (Figura 52:B), como foi esperado, os ésteres 3.5-
dinitrosubstituidos e 3-nitro-5-(trifluorometil)substituidos degradam mais rapidamente
do que os ésteres ndo substituidos e 4-nitrosubstituidos. Isto esta de acordo com o que
seria de esperar do que se conhega da quimica dos compostos, pois confirma a
influéncia do efeito indutivo na taxa de hidrolise (2.7.1.1). No entanto, o mesmo néo se
observa na hidrélise em plasma humano. O grafico na Figura 52:A demonstra que nos
testes de estabilidade enzimdtica em plasma humano os ésteres nao substituidos e 4-
nitrosubstituidos degradam mais rapidamente do que os ésteres 3.5-dinitrosubstituidos
e 3-nitro-5-(trifluorometil)substituidos. Este resultado parece demonstrar que a
afinidade do composto para as esterases do plasma sera o fator mais importante a ter
em consideragdo, ou seja, neste caso os efeitos estéreos entendidos como a afinidade

para a enzima, serdo mais importantes que os efeitos eletronicos.
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Figura 52 Velocidade de degradacio quimica e enzimatica de H-benzoato de butilo
(1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-dinitrobenzoato de butilo (3a) e 3-nitro-5-
(trifluorometil)benzoato de butilo (4a):

A. Em plasma humano (representado em Kqps); B. em PBS pH7.4 (representado em
percentagem de degradacio ao fim de 14 dias de ensaio).

Ao avaliar os diferentes substituintes no anel aromatico no estudo de estabilidade

em plasma humano verificou-se entre os ésteres (Figura 53) os compostos que
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apresentam menor estabilidade sdo derivados de acido 4-nitrobenzoico, os derivados de
acido benzodico nao substituido apresentam alta estabilidade e os mais estaveis sdo
derivados de acido 3.5-dinitrobenzdico e de acido 3-nitro-5(trifluorometil)benzoico. Ao
contrario com a estabilidade quimica (Figura 52) , onde a velocidade de degradagao
depende de influéncia do efeito indutivo, no estabilidade enzimatica a velocidade de
degradacao depende da capacidade de composto interagir com o sitio ativo da enzima
responsavel pelo hidrolise e a presenga dos grupos volumosos (NO., CF3) nos
compostos em estudo podem criar o impedimento estéreo, diminuindo a afinidade dos
compostos com enzima, 0 que, provavelmente, aumentam a estabilidade enzimatica

desses.

Entre os tioésteres (Figura 54) os compostos que apresentam menor estabilidade sdo
derivados de 4cido benzoico nio substituido, os derivados de 4cido 4-nitrobenzdico e
3.5-dinitrobenzbico apresentam alta estabilidade e os mais estaveis sdo derivados de

acido 3-nitro-5(trifluorometil)benzoico.
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Figura 53 Estudo da estabilidade enzimatica dos benzoatos em plasma humano em

A. quatro atomos de carbonos na cadeia alquilica; B. seis atomos de carbonos na

func¢io do substituintes no anel aromatico:

cadeia alquilica; C. oito atomos de carbonos na cadeia alquilica; D. doze atomos de

carbonos na cadeia alquilica.
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Figura 54 Estudo da estabilidade enzimatica dos tioésteres em plasma humano em
funcio do substituintes no anel aromatico:

A. quatro atomos de carbonos na cadeia alquilica; B. oito atomos de carbonos na
cadeia alquilica.

Para avaliar a dependéncia de velocidade da degradagdo com comprimento de cadeia
alcoxilica foram construidos entdo os graficos dos ésteres (Figura 55:A) e tioésteres
(Figura 55:B) com diferentes cadeias do grupo alcoxilo (de 4 a 14). Ao analisar 0s
resultados obtidos na Tabela 16 foi concluido que com aumento de cadeia alcoxilica,
ou seja, aumento de lipofilia, a taxa de hidrolise diminui. Para moléculas com estrutura
semelhante, em que apenas se varia o comprimento do grupo alcoxilo, quanto maior o
nimero de carbonos, maior a lipofilia das moléculas (valores de Log P aumentam).?%3
A lipofilia de um composto tem importancia na atividade bioldgica, pois a afinidade
para um ambiente lipofilico pode facilitar ndo s6 o transporte de quimicos através das
membranas de um sistema biologico assim como formagdo de complexos entre os
firmacos e o local de ligagio do recetor.®® Além disso, com aumento de cadeia
alcoxilica deverd também existir um efeito estereoquimico devido a presenca de grupos
volumosos nos compostos em estudo. Um substituinte volumoso pode agir como um
escudo e impedir a interagao ideal entre o farmaco e o sitio de ligagdo. Mas também
podera facilitar interagdes entre o farmaco e o local de ligagdo encaixando, por

exemplo, numa cavidade hidrofébica do alvo. %

Ao analisar os graficos na Figura 55 verificou-se que nos compostos derivados de
acido benzoico ¢ derivados de acido 4-nitrobenzodico observa-se uma grande diferenga

nas velocidades de degradagdo entre as cadeias curtas e as cadeias longas. Por exemplo,
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a velocidade de degradagdo de H-benzoato de butilo (1a) (Kobs=44,1) é 17 vezes mais
rapida do que a velocidade de degradagdo de H-benzoato de octilo (1¢) (Kobs=2,66). De
maneira semelhante, a velocidade de degradacdo de 4-nitrobenzoato de butilo (2a)
(Kobs=132) é 14 vezes mais rapida do que a velocidade de degradagao de 4-nitrobenzoato
de octilo (2¢) (Kobs=9,73). Ao contrario, nos compostos derivados de acido 3.5-
dinitrobenzoéico e derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzéico nao se observa
uma diferenga tdo grande nas velocidades de degradacdo entre as cadeias curtas e as
cadeias longas. Assim, a velocidade de degradacdo de 3.5-dinitrobenzoato de butilo
(3a) (Kons=8,08) ¢ apenas 2 vezes mais rapido do que a velocidade de degradagdo de 3.5-
dinitrobenzoato de octilo (3c) (Kobs=3,53) ¢ a velocidade de degradacao de 3-nitro-5-
(trifluorometil)-benzoato de butilo (4a) (Kobs=12,5) apenas 5 vezes mais rapido do que a
velocidade de degradagdo de 3-nitro-5-(trifluorometil) benzoato de octilo (4c)
(Kobs=2,30).

Durante o ensaio de estabilidade em plasma humano foi observado que os compostos
com cadeias longas (C12-C16) tém a tendéncia precipitar nas condigdes em que foi

feito 0 ensaio, o que pode ser explicado por serem demasiado lipofilicas.
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Figura 55 Estudo da estabilidade enzimatica em plasma humano dependendo do
comprimento de cadeia alquilica:

A. Esteres; B. Tioésteres
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Tabela 17 Resultados obtidos dos valores de percentagem de degradacio de ésteres/amidas, ao fim de 72 horas, em ensaio de estabilidade
enzimatica, plasma humano.

Degradacio (%) Degradacio (%) X R Degradacio (%)
ésteres X R amidas X R tioésteres

24h | 48h | 72h 24h | 48h | 72h 24h | 48h | 72h
la CqHg 100 | 100 | 100 5a CqHo 0 0 0 9a CqHg 100 | 100 | 100
1b CeHis 94 | 100 | 100 5b - - - - - - - -
1c H CsHi7 45 71 84 5¢ H CgH17 0 0 0] 9c H CgHy7 98 100 | 100
le CioHzs 3 6 9 5e CioHas 0 0 0 9e CioHas 13 25 35
2a CsHg 100 | 100 | 100 6a CsHg 12 23 32 10a CsHg 100 | 100 | 100
2b 4-NO, CeHiz | 100 | 100 | 100 4-NO, - - - - 4-NO;
2C CgHiz | 100 | 100 | 100 6c CgHiz 0 0 1 10c CgHi7 86 98 100
2e CHxs | 15 27 38 6e CroHzs 0 0 1 10e - - - -
3a CaHg 86 98 100 7a CqHq 0 0 0 1la CqHo 91 99 100
3b CeHis 74 93 98 - - - - - - - N
3c CgH17 57 81 92 7c CgH17 0 0 0 11c CgH17 94 100 | 100
3d 3,5-dNO; CioHaz 18 32 44 3,5-dNO; - - - - 3,5-dNO; - - - -
3e CioHzs 29 50 65 Te CioHas 0 0 0 11e CioHas 49 74 87
3f CiaHzs 23 51 65 - - - - - - - -
30 CisHa 1 3 4 - - - - - - - -
da CsHg 95 | 100 | 100 8a CsHg 0 0 0 12a CqHo 85 98 | 100
4b 3-NO2-5- CeHis 72 94 98 3-NO»-5- - - - - 3-NO,-5- - - - -
4c CF3 CgHy7 42 67 81 8c CF; CgHiz 0 0 0 12¢ CF;3 CgHyz 56 81 91
4d CioH2t 26 45 60 - - - - - - - -
de CioHzs 1 2 3 8e CioHas 0 0 0 12e CioHas 17 31 43




Na Figura 56 encontra-se representado um grafico que mostra um exemplo da

variagdo da concentragdo da amida 5a e do acido correspondente, ao longo de 72h.

N-butil-4-nitrobenzamida
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Figura 56 Varia¢do da concentracio de éster e acido durante o ensaio em plasma
humano do composto 6a.

Observou-se que tal como no tampao fosfato as amidas sdo muito mais resistentes a
hidroélise que os correspondentes €steres e tioésteres. Observagdes semelhantes de uma
taxa de hidrolise reduzida das amidas em comparagdo com ésteres em plasma humano
foi relatado também para amidas e ésteres derivados de 4cido pirazin(')ico,5 de
ibuprofeno, de cetoprofeno, de 4cido mefenamico,®® de 4cido para-aminobenzéico

(procaina e procainamida)®® etc.

As amidas e os ésteres sio metabolizados de formas diferentes. Esteres sio
rapidamente metabolizados por esterases plasmaticas em metabolitos inativos, e
consequentemente apresentam curta meia vida. Os metabolitos dos ésteres sdo

excretados pelos rins.3%

As amidas sdo metabolizadas pelas amidases hepdticas. Esse processo € mais lento,
0 que determina uma meia vida mais longa, por isso podem apresentar efeito cumulativo
em caso de doses repetidas. 34

2.7.3 Estabilidade em homogenato de M. smegmatis

Estes estudos foram efetuados em solugdes de homogenato de micobactérias diluido
a 2% em tampao fosfato pH = 7,4 de concentracao total 0,05M e forca i6nica a 0,15M

a temperatura de 37°C. O meio reacional continha sempre 2% de acetonitrilo, sendo



adicionadas quantidades de substratos diluidas a partir de solugdes maes de
concentracdo igual a 2,5x102 M. As reagdes de hidrolise processaram-se sempre

partindo de uma concentragdo inicial de substrato no meio reacional de 510 M.

Os valores das constantes de pseudo-primeira ordem (Kobs) obtidos para a ativagao
dos pré-farmacos por homogenato de M. smegmatis estdo representados na Tabela 18,

tendo sido realizados 3 ensaios para cada composto.

Verificou-se, tal como nos outros meios bioldgicos estudados anteriormente, que as
amidas sdo muito mais resistentes a hidrdlise que os correspondentes ésteres €
tioésteres. Uma vez que a taxa de degradacdo das amidas apresenta valor muito
reduzido, as constantes de velocidade (kobs) € 0s tempos de meia-vida (ti2) foram
calculados apenas para cadeias curtas, que apresentam mais alto nivel de degradagao.
Para cadeias compridas sdao apenas apresentadas as percentagens de degradagdo da
amida (Tabela 19).
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Tabela 18 Estudo da hidrélise enzimatica. Constantes de velocidade de reagio e tempos de semivida de ésteres/amidas derivado de acido benzoico
substituido em homogenato de M. smegmatis a temperatura 37°C durante 48h. Concentracio inicial de substrato (éster/amida) - 5x10*M com 2% de

ACN.
ésteres X R kObS’(rT_ 1%00 tie () amidas X R kobs(;_%OO tiz (h) t(l;l)rgzt < R kobst h:;OO tiz (h)

la C4Ho 356+ 17 0,20+0,01 5a CqHo n/d n/d %9a CqHo 417+10 0,17 +0,00
1b CeH1s 332+19 0,21+0,01 5b CeH13 n/d n/d - - -

1c H CgHyz 355+0,3 1,96+ 0,02 5¢c H CsHy7 n/d n/d 9¢ H CsHy7 269+19 2,59+0,18
le CioHys 0,76 + 0,02 91,4 + 3,1 5e CioHos n/d n/d 9¢ CioHos 0,79 + 0,08 88,4 + 9,8
2a CsHg 20,4+3,3 3,46 +0,49 6a CqHy 091+0,07 | 765+5,3 10a CqHo 11,3+0,8 6,18 + 0,45
2b 4-NO, CeHiz | 6,05+0,31 115+0,6 6b 4-NO, CeHiz | 0,80+0,05 | 87,2+58 - - -

2c CgH17 1,80+ 0,38 390+7,7 6c CgHai7 n/d n/d 10c 4-NO, CgHiz | 320+£0,11 21,7+0,7
2e CioHys 0,88 0,05 794 +4,7 6e CioHos n/d n/d - - -

3a CsHg 11,0+£0,8 6,32+0,44 7a CsHg 3,03£0,20 | 229+15 lla CaHg 0,74+ 0,03 940+4.2
3b CeHiz | 0,86+0,06 80,9+55 7b CeHizs | 084+001 | 825+14 - - -

3c 35. CgH17 n/d n/d 7c CgH17 n/d n/d 11c CgH17 0,79 + 0,02 88,3 + 2,0
3d dNO CiHn n/d n/d 7d 3,5- CioH2 n/d n/d 3,5' - - -

3e 2 | Cuhas n/d n/d 7e dNO; | CiHas n/d n/d 11e | ONO: | CpHys | 038+002 | 180+12
3f CuHao n/d n/d 7f CuHao n/d n/d - - -

3g CigHos n/d n/d 7g CieHz n/d n/d - - -

4a CsHg 130+11 5,36 £0,44 8a CaHg 1,00+0,07 | 638+41 12a CaHg 0,32+0,03 216 + 22
4b 3-NO2- | CeHis | 0,67+0,06 105+ 10 8b 3-NO2- | CeHus n/d n/d 3-NO»- - - -

4c 5-CF3 CgH17 n/d n/d 8c 5-CFs3 CgH17 n/d n/d 12¢ 5-CF; CgH17 0,40 + 0,02 174+ 10
4d CiHn n/d n/d 8d CioH2t n/d n/d - - -

de CrHas n/d n/d 8e CiHas n/d n/d CpHxs | 0,15+0,01 453+ 30

n/d — ndo degrada




Tabela 19 Estudo da hidrdélise enzimatica. Percentagem de degradacio de ésteres/amidas derivadas de acido benzoéico substituido em homogenato

de M. smegmatis a temperatura 37°C durante 48h. Concentracio inicial de substrato (éster/amida) - 5x10*M com 2% de ACN.

Degradacio (%) Degradacao (%) | tioést X R Degradacio (%)
ésteres X R amidas X R eres

24h 48h 24h 48h 24h 48h
la C4Ho 100 100 5a CqHo 2 3 9a C4Hy 100 100
1b CeHis 100 100 5b CeHis 1 2
1c H CsHyy 100 100 5¢c H CgHyy 1 2 9¢ H CgHiz 100 100
le CioHxs 16 30 5e CoHxs 0 0 9¢ CioHos 17 32
2a CaHo 99 100 6a CqHo 20 35 10a C4Ho 93 100
2b CeHis 77 94 6b CeHis 17 32
2c N2 TGy | 35 58 6c | N9 TGy | 3 5 10c | 4NO; | CHy | 54 79
2e CioHos 19 34 6e CioHos 2 3
3a CaHo 93 99 Ta CqHo 52 77 1la C4Ho 16 30
3b CeHis 19 34 7b CeHis 18 33
3c CgH17 10 19 7c CgH17 3 5 11c CgH17 17 31
3d 3,5- CioH2 5 9 7d 3,5- CioH2 1 2 3,5-
3e dNOZ CioHys 4 8 Te dNOZ CioHos 1 2 11le dNOZ CioHos 9 17
3f CiaH2o 3 6 7f CuHxo 1 2
30 CisHos 2 4 79 CisHs2 0 0
da C4Ho 95 100 8a C4Ho 23 41 12a 3- C4Ho 7 14
4b 3-NO,- CeHis 15 27 8b 3-NO,- CsH13 7 14 NO--
4c 5-CFs C3H17 8 16 8c 5-CFs C8H17 5 11 12¢ 5'CF3 C8H17 9 17
4d CioH2 5 10 8d CioH21 2 3
4e CioHas 3 6 8e CioHas 1 3 11e CioHys 4 7




Ao comparar estabilidade em homogenato de M. smegmatis de ésteres e tioésteres entre si
(Figura 57), verificou-se que os ésteres e tioésteres derivados de acido benzodico nao
substituido apresentam estabilidade semelhante (Figura 57:A). Nos derivados de acido
benzoico 4-nitrosubstituidos (Figura 57:B) observa-se uma situagdo semelhante. Os ésteres
derivados de acido 3.5-dinitrobenzoico (Figura 57:C) e derivados de acido 3-nitro-5-
(trifluorometil)benzoico (Figura 57:D) degradam mais rapidamente do que os tioésteres, que
praticamente ndo mostram degradacdo em homogenato de M. smegmatis. As amidas sdo
extremamente estaveis em homogenato de M. smegmatis e apenas as cadeias curtas apresentam
os primeiros sinais de degrada¢ao conforme se pode depreender da Tabela 19.
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Figura 57 Estudo da estabilidade enzimatica comparativo dos ésteres, tioésteres e
amidas de derivados de acido benzéico substituido em homogenato de M. smegmatis:

A. Derivados de acido benzoico; B. Derivados de acido 4-nitrobenzéico; C. Derivados
de acido 3,5-dinitrobenzéico; D Derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzéico.



Ao avaliar os diferentes substituintes no anel aromatico no estudo de estabilidade
em homogenato de M. smegmatis verificou-se que entre os ésteres (Figura 58) 0s
compostos que apresentam menor estabilidade sao derivados de acido benzodico nio
substituido os derivados de acido 4-nitrobenzoico apresentam alta estabilidade e mais
estaveis sdo derivados de acido 3.5-dinitrobenzdico e de acido 3-nitro-
5(trifluorometil)benzéico (Figura 58). Os grupos volumoso (NO., CF3) poderao
diminuir a afinidade do composto com enzima, relacionado com impedimento estéreo

formado pelo estes grupos.

Entre os tioésteres (Figura 59) os compostos que apresentam menor estabilidade sdo
derivados de acido benzodico nado substituido, os derivados de acido 4-nitrobenzodico
apresentam alta estabilidade e derivados de acido 3.5-dinitrobenzdico e de acido 3-

nitro-5(trifluorometil)benzodico sdo extremamente estaveis.

Curiosamente, as amidas derivadas de acido benzdico ndo substituido ndo
demonstram nenhuma degrada¢do (ao contrario com os ésteres e tioésteres) e outras
amidas, derivadas de acido 4-nitrobenzoico, de acido 3.5-dinitrobenzoico e de acido 3-
nitro-5-(trifluorometil)benzoico demonstram baixo nivel de degradagdo entre as quais

as amidas 3.5-dinitrosubstituidas sd3o menos estaveis (Figura 60).
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Figura 58 Estudo da estabilidade enzimatica em homogenato de M. smegmatis
dependendo dos substituintes no anel aromatico no exemplo dos ésteres:

A. quatro atomos de carbonos na cadeia alquilica; B. seis Atomos de carbonos na
cadeia alquilica; C. oito atomos de carbonos na cadeia alquilica; D. doze atomos de
carbonos na cadeia alquilica.
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Figura 59 Estudo da estabilidade enzimatica em homogenato de M. smegmatis
dependendo dos substituintes no anel aromatico no exemplo dos tioésteres:

A. quatro atomos de carbonos na cadeia alquilica; B. oito Atomos de carbonos na
cadeia alquilica.
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Figura 60 Estudo da estabilidade enzimatica em homogenato de M. smegmatis
dependendo dos substituintes no anel aromatico no exemplo das amidas:

A. quatro atomos de carbonos na cadeia alquilica; B. seis Atomos de carbonos na
cadeia alquilica.

Ao analisar os resultados obtidos na Tabela 19 foi concluido que a estabilidade
aumenta com o0 aumento de cadeia alquilica, ou seja, aumento de lipofilia (Figura 61),
que foi observado em todos os compostos testados. Para moléculas com estrutura

semelhante, em que apenas se varia o comprimento do grupo alquilo, quanto maior o niimero
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de carbonos, maior a lipofilia das moléculas (valores de Log P aumentam).?®® As amidas
apresentam alto nivel de estabilidade e degradacdo apresentam apenas os compostos

com cadeias curtas. (Figura 61:C).

Os compostos que apresentam menor estabilidade em homogenato de M. smegmatis
sdo ésteres (Figura 61:A) e tioésteres (Figura 61:B) derivados de acido benzoico nao
substituido. Por exemplo, o tempo de meia vida (ti2) para H-benzoato de butilo (1a)
corresponde apenas 12 minutos e para H-tiobenzoato de butilo (9a) apenas 10 minutos
respetivamente. Os compostos derivados de acido 4-nitrobenzodico apresentam alta
estabilidade. Entre os ésteres e tioésteres testados em homogenato de M. smegmatis 0s
compostos que apresentam maior estabilidade sdo derivados de acido 3.5-
dinitrobenzodico e derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico, entre os quais
¢ observada apenas degradagdo significativa no 3.5-dinitrobenzoato de butilo (3a)
(t12=6,32 horas) e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo (4a) (t12=5.36 horas). As
amidas, como foi dito anteriormente, apresentam alto nivel de estabilidade em
homogenato de M. smegmatis e apresentam degradagio apenas nos compostos com
cadeias curtas. A degradagdo significativa é observada apenas em N-butil 3,5-

dinitrobenzamida (7a).
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Figura 61 Estudo da estabilidade enzimatica em homogenato de M. smegmatis
dependendo do comprimento de cadeia alquilica:

A. Esteres; B. Tioésteres; C. Amidas.
A razao entre velocidades de degradacdo em plasma humano e em

homogenato de M. smegmatis.

Para avaliar a sua capacidade atuar com pro-farmacos foi realizada uma analise

comparativa das velocidades de hidrdlise em plasma humano e homogenato de M.

smegmatis. Um bom pré-farmaco destinado a ser ativado pelas micobactérias precisa

de ser estavel em plasma humano, mas suficientemente labil frente as esterases

micobacterianas para sofrer ativacdo pelas mesmas. O presente estudo relata os

resultados e hidrolise dos ésteres (Tabela 20; Figura 62) e tioésteres (Tabela 21; Figura

63). As amidas nao foram analisados nesse estudo devido ao facto que as amidas nao
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apresentaram degradagdo em plasma humano durante 72h de estudo (Tabela 17) e
apenas apresentam uma degradacdo residual durante 48h em homogenato de M.

smegmatis (Tabela 19).

Na Tabela 20 estdo representadas as constantes de velocidade de pseudo-primeira
ordem dos ésteres (Kobs x 100 h') para ensaio de estabilidade em plasma humano e para
ensaio de estabilidade em homogenato de M. smegmatis assim como a razdo entre as
mesmas constantes (Kobs) € a constante de velocidade de pseudo-primeira ordem para
benzoato de butilo (1a) (M (Kobs/ kobsla)) no mesmo meio bioldgico e sua finalidade é
obter uma razao que permita eliminar da analise o efeito de diferentes concentragdes de
esterase em cada um dos dois meios bioldgicos utilizados. Com base nos dados obtidos
na Tabela 20, foram construidos os graficos na Figura 62 para cada série dos ésteres
H-benzoatos (Figura 62:A), 3.5-

testados: 4-nitrobenzoatos (Figura 62:B),

dinitrobenzoatos (Figura 62:C), 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos (Figura 62:D).

Ao avaliar os gréaficos construidos verificou-se que apenas 0s ésteres derivados de
acido benzoico nao substituido (Figura 62:A) demonstram degradar mais rapido em
homogenato de M. smegmatis do que em plasma humano. Usando os valores (M) da
Tabela 20, calculou-se a razdo entre (M) para o0 mesmo composto no plasma humano
sobre 0o homogenato micobacteriano de mpr mmb). Um valor m alto condiz com um
farmaco que pode ser facilmente degradado em plasma humano, mas apresentam
estabilidade em homogenato de M. smegmatis. Por exemplo, para o 4-nitrobenzoato de
octilo (2¢) o valor m=155,6, o que significa que o composto 2c degrada 155,6 vezes
mais rapidamente em plasma humano do que em homogenato de M. smegmatis (Figura
62:B).

Tabela 20 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (Kobs x 100 h*) dos
ésteres nos estudos de estabilidade enzimatica em plasma humano e em homogenato de
M. smegmatis e a razio entre as mesmas constantes (Kobs) € @ constante de velocidade
pseudo-primeira ordem para H-benzoato de butilo (1a) M kobs/ kebsta) NO MeSMo meio

bioldgico.
ésteres X R Kos > 100 Mo Kots % 100 Mwo m(Mp/ M)
(hD/(plasma) | (Kobs/ Kabs1a) | (hD/(M.sm) | (Kobs/ Kops1d)

la CsHg 44,1 £6,1 1,000 356 + 17 1,000 1,0
1b CeHis 11,6 +£1,2 0,263 332+19 0,933 0,3
1c H CsHy7 2,66+0,23 0,060 355+0,3 0,100 0,6
le CioHoxs n/d - 0,76 +0,02 0,002 -
2a C4Ho 132+ 6 2,993 20,4+3,3 0,057 52,2
2b 4-NO, CeH13 274+58 0,621 6,05+0,31 0,017 36,6
2cC CsHy7 9,73+1,20 0,787 1,80+0,38 0,005 155,6
2e CioHas 0,66 +0,10 0,015 0,88+ 0,05 0,002 6,1
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ésteres X R Kons x 100 Mpi Kobs x 100 Mws m(Mu/ M)
(hD/(plasma) | (Kobs/ Kabs1a) | (hD/(M.sm) | (Kobs/ Kops1d)

3a CiHo 8,08+ 0,29 0,183 11,0+0,8 0,031 5,9
3b CeHis 5,68+ 0,47 0,129 0,86+ 0,06 0,002 53,3
3c CsHy7 3,53+0,44 0,080 n/d - -
3d 3,5-dNO; CioHz 0,98 +0,07 0,022 n/d - -
3e CioHys 0,89+0,13 0,020 n/d - -
3f CuaH2o 0,97 +0,23 0,022 n/d - -
39 CigHas n/d - n/d - -
da CsHo 125+ 1,8 0,283 130+1,1 0,037 7,8
4b 3-NO2-5-CF3 | CgHis 5,96+ 1,28 0,135 0,67 +0,06 0,002 71,8
4c CsHy7 2,30+ 0,06 0,052 n/d - -
4d CioHz 1,26+0,04 0,029 n/d - -
4e CioHas n/d - n/d - -

n/d — ndo degrada
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Figura 62 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem de hidrdlise dos
ésteres em plasma humano e em homogenato de M. smegmatis normalizado em relagio
constante de velocidade de pseudo-primeira ordem para H-benzoato de butilo (1a) (Kobs/

Kobs1a) no mesmo meio biologico.

A. Derivados de acido benzoico; B. Derivados de acido 4-nitrobenzoéico; C. Derivados
de acido 3,5-dinitrobenzéico; D Derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzéico.
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Para analisar os tioésteres foi criada a Tabela 21 que inclui as constantes de velocidade de
pseudo-primeira ordem (Kobs * 100 h) para ensaio de estabilidade em plasma humano e para
ensaio de estabilidade em homogenato de M. smegmatis e a razdo entre as mesmas constantes
(kobs) € a constante de velocidade pseudo-primeira ordem para tiobenzoato de butilo (9a) (M
(Kobs/ Kobs9a)) no mesmo meio biologico. A sua finalidade é obter uma razdo que permita
eliminar da andlise o efeito de diferentes concentragdes de esterase NOS meios bioldgicos
utilizados. Com base nos valores obtidos na Tabela 21, foram construidos os graficos na Figura
63 para cada uma das séries dos tioésteres testados: H-tiobenzoatos (Figura 63:A), 4-
nitrotiobenzoatos (Figura 63:B), 3.5-dinitrotiobenzoatos (Figura 63:C) e 3-nitro-5-
(trifluorometil)tiobenzoatos (Figura 63:D).

Ao comparar a estabilidade enzimatica dos tioésteres nos graficos construidos pode-se
afirmar gque os tioésteres testados sdo mais estaveis em homogenato de M. smegmatis do que
em plasma humano. Usando os valores (M) da Tabela 21, calculou-se a razao entre (M) para o
mesmo composto em plasma humano sobre homogenato micobacteriano mgvpr mmp). Um valor
m alto condiz com um firmaco que podem facilmente degradar em plasma humano, mas
apresentam estabilidade em homogenato de M. smegmatis. Verificou-se que tiobenzoatos
(Figura 63:A) apresentam baixos valores m (m=1 para tiobenzoato de butilo, m=2,5 para
tiobenzoato de octilo e m=3,4 para tiobenzoato de dodecilo), o que significa que estes
compostos apresentam velocidades de degradacao semelhantes em plasma humano e em
homogenato micobacteriano. Pelo contrario, os 3.5-dinitrotiobenzoatos (Figura 63:C) e 3-nitro-
5-(trifluorometil)tiobenzoatos (Figura 63:D) apresentem elevados valores m, o que significa
que estes sérias de compostos muito mais facilmente degradam em plasma humano do que em
homogenato micobacteriano. Por exemplo, 3-nitro-5-(trifluorometil)tiobenzoato de butilo (12a)
(m=111) degrada 111 vezes mais rapidamente em plasma humano do que em homogenato de
M. smegmatis (Figura 63:D).

Tabela 21 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (Kops X 100 ht) dos
tioésteres nos estudos de estabilidade enzimatica em plasma humano e em homogenato

de M. smegmatis e a razio entre as mesmas constantes (Kobs) € a constante de pseudo-
primeira ordem para tiobenzoato de butilo (9a) (Kobs/ Kobs92) no mesmo meio biolégico.

tioésteres X R Kobs > 100 Mpi Kobs x 100 Mo m(Mp/ M)
(M)/(plasma) | (Koo keex93) (hY) (Kobs/ Koos)
9a CsHy 92,3+1,8 1,000 417+10 1,000 1,0
9c H CsHy7 149+09 0,161 269+19 0,065 2,5
9c CioHos 0,60+0,07 0,007 0,79+0,08 0,002 3,4
10a 4-NO; CsHy 345+13 0,368 11,3+0,8 0,027 13,6
10c CgH17 8,08+0,21 0,088 320+0,11 0,008 11,4
1la CsHg 10,3+1,9 0,112 0,74 + 0,03 0,002 62,9
11c 3,5-dNO; CeH1r 11,8+1,9 0,128 0,79 + 0,02 0,002 67,5
1le CHxs 2,85+0,21 0,031 0,38+ 0,02 0,001 33,9
12a 3-NO,-5-CF3 CsHg 7,86+ 0,64 0,085 0,32+0,03 0,001 111,0
12¢ CeH1z 3,47+0,54 0,038 0,40+0,02 0,001 39,2
12e CioHos 0,78+0,01 0,008 0,15+0,01 0,000 23,5

n/d — ndo degrada
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Figura 63 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem de hidrdlise dos
tioésteres em plasma humano e em homogenato de M. smegmatis normalizado em
relagio constante de velocidade de pseudo-primeira ordem para tiobenzoato de butilo
(9a) (Kobs/ Kobs9a) no mesmo meio biolégico.

A. Derivados de acido benzéico; B. Derivados de acido 4-nitrobenzoico; C. Derivados
de acido 3,5-dinitrobenzéico; D Derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzéico.
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2.8 Ensaios de atividade in vitro
2.8.1 Ensaios de atividade em M. tuberculosis

Os estudos de atividade antimicobacteriana foram realizados pelo Doutor David
Pires do grupo de investigagdo Host-Pathogen Interaction da Faculdade de Farmdcia
Universidade de Lisboa. Os procedimentos experimentais dos estudos de atividade

encontram-se descritos no Subcapitulo 3.4 do Procedimento Experimental.

Com o intuito de avaliar se os derivados sintetizados dos acidos benzdicos
substituidos inibiam o crescimento ou se levavam a morte da micobactéria, foram feitos
ensaios de atividade in vitro, usando a estirpe M. tuberculosis H37Rv. Os resultados
dos ensaios de atividade estdo representados em Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

e em Concentragdo Bactericida Minima (CBM), em ug/mL, na Tabela 22.

CIM - ¢ a mais baixa concentracdo de um composto responsavel por limitar o
crescimento visivel de uma bactéria (ou seja, que tem atividade bacteriostatica). CBM
corresponde a concentragdo minima de agente antimicrobiano que resulta na morte
bacteriana (ou seja, a concentragdo a partir da qual um agente € bactericida). Quanto

mais proximos forem os valores destas duas variaveis, mais letal sera o antibiotico.
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Tabela 22 Resultados obtidos dos ensaios de atividade in vitro, em M. tuberculosis H37Rv, dos valores obtidos de CIM em pg/mL e dos valores

obtidos de CBM em pg/mL.

] CIM CBM . CIM CBM | tioést CIM CBM

steres X R (ng/mL) | (ug/mL) amidas X R (ng/ml) | (ug/ml) | eres X R (ng/ml) | (ng/ml)
la CaHo >256 >256 5a [ 256 256 % CaHo 512 >1024
1b CeHis - - 5b CeHas 64 64 - - - -
1c H CgHu7 256 >256 5¢ H CgHi7 32 32 - H - - -
le CuHas 256 512 5e CHas >256 >256 - - - -
2a CaHo 64 128 6a CiHso 128 256 10a CiHs 64 128
2b CeH1s 64 128 6b CeHis 32 64 - - - -
2c 4NO, CeHyy 8 128 6c 4NO, CgHy 128 256 10c | 4-NO, [ CgHy 32 128
2e CioHos 8 64 6e C12H25 256 256 - - - -
3a CaHo 32 128 7a CaHo 0,5 0,5 11a CaHo 128 256
3b CeHas 32 4 7b CeHi3 0,031 0,031 - - - -
3c CgHaz 8 8 1c CgHiz 0,016 0,016 1ic CgH17 16 64
3d 35-dNO CioH2 4 4 7d 3,5- CioHn 0,063 0,063 - 3,5- - - -
3 ’ 2 | CuHas 8 16 7e dNO; CioHas 0,5 0,5 - dNO; - - -
3f CuaHao 16 >1024 7f CiaHag 0,125? 0,25 - - - -
30 CisHos >1024 >1024 79 CigHz 2 2 - - - -
4a CaHo 1024 1024 8a CiHo 2 2 - - - - -
ab 3-NO-5-CF3 | CeHis 1024 1024 8b 3-NO.- CeHi3 <0,5 <0,5 - - - - -
4c CsHur - - 8c 5-CF3 CgHiy 0,063 0,063 - - - - -
4d CioHz 128 256 8d CioHa 0,5 05 - - - - -
de CupHxs | >1024 | >1024 8e CHas 0,5 05 - - - - -

isoniazi 0,025 0,05
d

(INH)




A partir da observagdo dos resultados da Tabela 22, verificou-se inesperadamente que os
compostos que apresentam maior atividade sdo amidas derivadas de acido 3.5-dinitrobenzoico e
derivadas de acido 3-nitro-5-(trifluorometil) benzoico (Figura 64:B; Figura 65:C; Figura 65:D).
Os resultados do estudo de atividade destes compostos foram encorajadores, pois os valore de
CIM (de 2 pg/mL a 0.016 pg/mL) que apresentam estas sérias de compostos sdo muito baixos,
sendo que alguns dos compostos demonstraram no ensaio uma atividade superior a isoniazida
(CIM = 0.05). A isoniazida ¢ um farmaco de primeira linha de tratamento de tuberculose que foi
usado como um controle positivo nesse ensaio. As amidas derivadas de acido benzodico ¢ de acido
4-nitrobenzoico apresentam um nivel de atividade bastante inferior (Figura 64:B; Figura 65:A;
Figura 65:B).

Foi observado que, todas as amidas aumentam a sua atividade com aumento a cadeia
alcoxilica até cerca de oito atomos de carbono (cerca de seis atomos de carbono no caso de
amidas derivadas de 4cido benzdico nao substituido), e diminuiram além deste ponto. O aumento
da atividade destes compostos pode ser explicado pela maior capacidade de penetragdo dos
compostos nas membranas das micobactérias devido ao aumento da sua lipofilia. Farmacos
muito hidrofilicos sdo pouco absorvidos, devido a sua impossibilidade de atravessar membranas
celulares ricas em lipidos.?** Depois de oito 4tomos de carbono, a atividade das amidas diminuiu
com o aumento da lipofilia. Possivelmente estes compostos (C12 a C16) sio demasiado
lipofilicos ¢ difundem dificilmente nas membranas celulares bacterianas, uma vez que em
condigdes de lipofilia em excesso, a solubilidade dos ésteres ¢ reduzida em agua.*® Logo a
difusdo dos ésteres através da parede celular bacteriana ¢ dificultada e compromete a sua
atividade. ®* 3% Para que um farmaco seja bem absorvido, ele deve ser basicamente lipofilico,
mas ter alguma solubilidade em solugdes aquosas. 2* Assim os compostos que conferem a
lipofilia 6timo sdo derivados de acido benzoico substituido, com cadeia alquilica de C6 a C10.
Os compostos onde se obtiveram menores valores de CIM foram as amidas derivadas de acido
3.5-dinitrobenzéico com 6, 8 e 10 (7b,7c,7d) carbonos na cadeia alcoxilica, respetivamente.

Os ésteres mais eficazes contra a estirpe estudada foram os 3.5-dinitrobenzoatos e os 4-
nitrobenzoatos (Figura 64:A). Curiosamente, que os ésteres derivados de acido 3-nitro-5-
(trifluorometil)benzoico ndo apresentaram nenhuma atividade ao contrario das amidas
derivadas do mesmo acido. A atividade comparativa entre ésteres ¢ amidas pode ser observada
na Figura 65.

Todos os tioésteres testados ndo apresentam atividade significativa e tém valores de CIM
Superiores aos valores de CIM dos ésteres derivados dos mesmos acidos (Tabela 22).

Em relacdo aos resultados de CBM, os compostos que mostraram apresentar maior
atividade foram as 3.5-dinitrobenzamidas e as 3-nitro-5(trifluorometil)-benzamidas, sendo
que os valores de CIM e de CBM obtidos sdo muito proximos. Se 0s valores obtidos de CIM



e de CBM foram iguais ou proximos, tal indica que o composto ¢ bactericida porque a
concentragdo que inibe o crescimento € a mesma que provoca a morte bacteriana. Se os
valores obtidos de CIM e de CBM forem muito afastados, a concentragdo que inibe o
crescimento ndo tem efeito na viabilidade bacteriana, pelo que o efeito observado ¢
bacteriostatico. Neste estudo, observou-se que todos 0s compostos testados, exceto os
compostos 2c, 2e, 3a e 3f e , sao compostos bactericidas (sendo que 2c, 2e, 3a e 3f sdo

classificados como bacteriostaticos).
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Figura 64 Atividade dos compostos dependendo do comprimento de cadeia alquilica
apresentado em CIM (pg/mL):

A. Esteres; B. Amidas.
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Figura 65 Atividade comparativa entre ésteres e amidas com diferentes cadeias
alquilicas (de 4 a 14 atomos de carbono) apresentado em CIM (pg/mL):

A. Derivados de acido benzoéico; B. Derivados de acido 4-nitrobenzoico; C. Derivados
acido 3.5-dinitrobenzoéico; D. Derivados de acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzéico.

2.8.2 Ensaios de atividade comparativo em varias estirpes micobacterianas.

Ao avaliar os resultados de estabilidade e atividade dos compostos testados, verificou-se
que ndo exista a relagdo entre estabilidade, ativacao e atividade nos compostos testados. Esta
observacdo ndo ¢ compativel atuacdo dos compostos como pro-farmacos libertando um
acido fraco. Surgiu a ideia que os compostos que apresentam maior atividade (3,5-
dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamidas) nido necessitam de hidrolise

enzimatica € atuariam por outro mecanismo de acdo. Uma explicagdo atrativa para a sua
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atividade seria terem um mecanismo de a¢ao semelhante as benzotiazinonas (BTZ) (1.2.4.3),
ou as dinitrobenzamidas como a DNBI, farmacos ja conhecidos na terapia
antimicobacteriana e que atuam na decaprenilfosforil-B-d-ribose 2'-epimerase DprE1). E de
notar que as dinitrobenzamidas (DNB) que tém similaridade estrutural com os compostos
testados nesta tese.

A DprE1 ¢ uma enzima vital para a sintese da parede celular, desempenha um papel
crucial na formagdo de lipoarabinomanano e arabinogalactano. Catalisa uma reagdo de
epimerizagao Unica que resulta na sintese de decaprenilfosforil arabinose, o inico doador de
residuos de arabinosil para acumulagio de arabinanos, componentes fundamentais da parede
celular micobacteriana.?’

O grupo nitro das benzotiazinonas e das dinitrobenzamidas ¢ convertido em nitroso pela
enzima (nitrorredutase), que faz uma interagdo covalente com o residuo Cys387, causando
a inativagdo da enzima. (Figura 39) 2%%260

Uma primeira abordagem para verificar se a DprE1 poderia ser um alvo para 0s nossos
compostos mais ativos consistiu em realizar um estudo de atividade dos compostos sobre
micobactérias com diferentes suscetibilidades aos farmacos conhecidos que atuam sobre a
DprE1 e verificar se 0os nossos compostos seguiriam a mesma tendéncia.

Foi realizado uma experiéncia em que se testou a atividade dos compostos sobre quatro
espécies de micobactérias: M. avium, M. smegmatis, M. bovis BCG e M. tuberculosis: espécie
M. avium DSM nio possui 0 gene que codifica para Cys387 na enzima DprE1 sendo a
cisteina é substituida por alanina.?®® Essas mutagdes conferem resisténcia natural aos
compostos testados. M. smegmatis mc2 possui superexpressdo da nitrorredutase NfnB
levando a potencial inativagdo do farmaco por redugdo de um grupo nitro a um grupo
amino.2% As outras duas espécies (M. bovis BCG, M. tuberculosis H37Rv) sdo suscetiveis a
inibidores da DprE1.

Ao avaliar os valores obtidos na Tabela 23 verificou-se que amidas testados apresentaram
alta atividade em M. bovis e M. tuberculosis, no entanto, a atividade perde-se completamente
em M. avium, que tem mutagdo na enzima DprEl. Os resultados semelhantes foram
apresentados pelo benzotiazinona BTZ047 que foi testado por Caroline et al, onde o
BTZ047 apresentou alta atividade em M. tuberculosis, no entanto, a atividade perdeu-se em
M. avium onde o residuo Cys387 é substituida por alanina. 288 Pois, o residuo C387 de DprE1
¢ necessario para a interacdo covalente com inibidores nitroaromaticos e substituicdes neste

residuo conferem resisténcia aos compostos testados.

103



Apesar da atividade em M. smegmatis ndo se perder completamente, ¢ diminuida 0
que pode significar que alguma quantidade de composto sofreu a reducdo de grupo nitro
antes de entrar ao sitio ativo de DprEl. Em particular, foi mostrado que a
superexpressdo da NfnB nitrorredutase dependente de FMN em M. smegmatis talvez
seja um novo mecanismo para resisténcia parcial de compostos testados envolvendo
inativacao de compostos, além da ja marcado em cima substituicdo de aminoacido para
Cys387 DprE. Como o grupo nitroaromatico € necessario para a atividade
antimicobacteriana desses compostos o possivel desenvolvimento de resisténcia devido
a superexpressao da nitrorredutase ¢ um problema que deve ser considerado.

O conjunto destes resultados indica que o alvo para 0s nossos compostos mais ativos
podera ser a enzima DprE1. Evidentemente serdo necessarios outros estudos fora do

ambito desta tese para comprovar o alvo dos compostos.

Tabela 23 Resultados obtidos dos ensaios de atividade in vitro, em M. avium DSM
44156, M. smegmatis mc2 155, M. bovis BCG e M. tuberculosis H37Rv, dos valores
obtidos de CIM em pg/mL e dos valores obtidos de CBM em pg/mL.

compo M. avium DSM M. smegmatis M. bovis BCG M. tuberculosis
sto R 44156 mc2 155 H37Rv
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
[ng/mL]  [pg/mL] | [ng/mL] [pg/mL] | [pg/mL]  [pg/mL] | [pg/mL]  [pg/mL]
g;za >100 0,002
7a CaHg 64 512 4 4 05 1 0.5 0.5
7b CeH1s ND ND 1 1 0.25 0.25 <0,5 <0,5
7c CgHaz 32 64 0,25 4 0,015 0,015 <0,062  <0,062
7d CioH2 ND ND 1 1 0,062 0,062 <0,5 <0,5
Te C12H2s >341 >341 0,66 >2,66 0,083 0,166 0,5 0,5
7f Ci1aH29 ND ND 1 4 0.25 0.25 <0,5 <0,5
7q CieHas ND ND 32 >64 2 4 2 2

ND - Nao apresentam atividade.
a - Caroline Shi-Yan Foo et al. 2%

2.8.3 Ensaios de atividade em macrofagos

Para avaliar a sua capacidade dos compostos em estudo atuarem dentro de célula
hospedeiro foi avaliada atividade em macréfagos humanos THP-1 infetados pelo M.
bovis BCG. Foram avaliados trés ésteres (3.5-dinitrobenzoato de hexilo (3b), 3,5-
dinitrobenzoato de decilo (3d), 3,5-dinitrobenzoato de tetradecilo (3f)) e trés amidas (

, N- decacil-3.5-dinitrobenzamida (7d),
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) derivados de acido 3.5-dinitrobenzoico. Como controle
negativo foi usado DM SO e como controle positivo foi usado isoniazida (INH).

A Figura 66 mostra os efeitos antimicobacterianos na estirpe suscetivel nos
macrofagos THP-1. A percentagem de sobrevivéncia intracelular é representada nos
dias0,1,3e7.

Os compostos 7b e 7d apresentaram atividade antimicobacteriana aproximadamente
50% maior que isoniazida (Figura 66). Esta atividade foi mantida durante toda a
experiéncia. O composto /. provavelmente, ndo apresente atividade por ser demasiado
lipofilico. Farmacos muito hidrofilicos sdo pouco absorvidos, devido a sua impossibilidade
de atravessar membranas celulares ricas em lipidos. Paradoxalmente, os farmacos
extremamente lipofilicos sdo também pouco absorvidos, pois sdo totalmente insoliiveis nos
liquidos aquosos do organismo, portanto, ndo tém acesso a superficie das células. Para que
um farmaco seja bem absorvido, ele deve ser basicamente lipofilico, mas ter alguma
solubilidade em solugdes aquosas.?® Os ésteres testados ndo apresentam atividade em
macrofagos.

Os valores em CFU’ sdo apresentados na Tabela 32 do anexo A7.
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Figura 66 Atividade antimicrobiana intracelular de compostos testados contra
Mycobacterium bovis BCG infetando macréfagos humanos THP-1. Os resultados
apresentados em percentagem.

" Uma unidade formadora de colénia (CFU, UFC, Cfu) é uma unidade usada em microbiologia. Ele avalia
o numero de bactérias viaveis ou células fingicas numa amostra que podem se multiplicar por fissdo
binaria sob condi¢des controladas.
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2.9 Ensaios de citotoxicidade

A metabolizagdo de nitrocompostos pode levar a formagdo de intermedidrios

209210 ¢ esta ¢ indubitavelmente

toxicos, genotoxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos
a razao para evitar estes compostos na maior parte dos casos. Muitos nitrocompostos
podem gerar espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ERO e ERNS,
respetivamente) que podem reagir com biomoléculas.?!* Desta forma, esses compostos

tém atraido consideravel aten¢io devido ao seu risco potencial para a saide humana.*®’

(1.2.4.1.3)

Para se estudar se os ésteres/amidas derivados de nitro BA apresentaram toxicidade
procedeu-se ao estudo de citotoxicidade destes ésteres em linha celular monocitica
humana THP-1 (ATCC56 TIB202). Os resultados de citotoxicidade foram obtidos
através da concentragdo letal para 50% da populacdo de células, CLso.2% Quanto mais
baixo for o valor de CLso, menor é a concentragao letal do composto utilizada na morte
celular de macrofagos THP-1 in vitro em 50% das células, pelo que o composto
aplicado serd mais toxico para as células.

Na Tabela 24 estdo apresentados os valores de concentragdo letal a 50% (CLso) em
pg/mL, concentragdo inibitoria minima (CIM) em pg/mL e indice de
toxicidade/atividade (T/A). O indice T/A  quantitativamente ¢é razdo entre a
concentragdo toxica (CLso) dada pela concentragio inibitoria minima (CIM). Um T/A
baixo indica que potencialmente os compostos que se podem atingir niveis toxicos com

extrema facilidade.

Verificou-se que os ésteres testados nao apresentaram toxicidade nas doses maximos
que foram testados (512 pg/mL) com a excecdo de um composto (3a) que apresentou

LCso igual a 456 pg/mL formando assim o indice T/A~14.

As amidas por sua vez apresentam LCsg entre 14 ug/mL e 360 ug/mL. No entanto, a
CL50 das amidas que apresentam atividade (3.5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-
S(trifluorometil)benzamidas) ¢ muito maior em relacdo a CIM, resultando em altos
niveis do indice de toxicidade/atividade (Figura 67). Por exemplo, o composto 7b tem
indice T/A=11645, o que significa que 0 CLso desse composto 11645 vezes maior do

que o CIM do mesmo.
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Tabela 24 Resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade, representados por CLsg

em pg/mL, dos ensaios de atividade, representados por CIM, em pg/mL e indice de
toxicidade/atividade

, CIM ClLso . CIM ClLso

e ] X R ) | ey | TA [ O] X R | ) | b | T/A
1c H CgHy7 256 1646 6 5¢c H CeHy7 32 188 0
2C 4-NO, CgHy7 8 657 82 6C 4-NO, CgHy7 128 308 2
3a C4Ho 32 456 14 7a C4Ho 0,5 26 52
3b CeHis 32 528 17 7b CeH1s 0,031 361 11645
3c 3,5- CgHaz 8 n//d - 7c 3,5- CgHiz 0,016 97 6063
3d dNO, CioH21 4 n/d - 7d dNO, CioHa 0,063 53 841
3e CioHos 8 n/d - Te CioHys 0 s 5 72 144
3f Ci4Hx 16 n/d - 7f CiaH2o 0,125 330 2640
39 CasHos n/d n/d - 79 CieHz» 2 n/d -
4a C4Ho 1024 552 0.54 8a C4Ho 2 41 21
4b 3-NOs- CeH1s3 1024 639 0.62 8b 3-NO»- CeHis <0,5 23 46
4c 5-CF3 CgH17 - - - 8c 5-CF3 CgH17 0,063 14 222
4d CioH2 128 n/d - 8d CioH2z 0,5 53 106
4e C12H25 >1024 n/d - 8e C12H25 0,5 113 226

n/d — Nao apresentam toxicidade nenhuma em doses maximos que foram testados (512 pg/ml).

Estes resultados demonstraram que ao contrario do que se poderia esperar, tendo em

atencdo que grupo nitro estd muitas vezes associados a fendmenos de toxicidade,

209,210,211

apesar de serem toxicos para as micobactérias os COmpostos com grupo nitro afetaram pouca

a sobrevivéncia dos macrofagos e ndo mostraram toxicidade elevada, principalmente nos

compostos mais ativos, o que é uma caracteristica importante para 0S COmpostos que estamos

a desenvolver.
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Figura 67 Comparacio atividade/toxicidade das 3.5-dinitromenzamidas (7) com
diferentes cadeias alquilicas (de 4 a 14 atomos de carbono) apresentado em pg/mL.
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Figura 68 Comparacio atividade/toxicidade 3-nitro-5-( trifluorometil)benzamidas (8)
com diferentes cadeias alquilicas (de 4 a 12 atomos de carbono) apresentado em pg/mL.
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3 Parte Experimental

Nesta sec¢do € descrita a sintese e caracterizagdo de treze ésteres, vinte amidas e cinco tioésteres
de derivados de acido benzodico. Sao igualmente descritos os estudos de estabilidade em vinte
ésteres, vinte amidas e dez tioésteres de acido benzodico substituido. Por fim descrevem-se 0s
estudos de atividade antimicobacteriana em M. tuberculosis e estudos de citotoxicidade na linha

celular monocitica humana THP-1.
3.1 Sintese e Purificaciio dos Esteres

Os ésteres foram sintetizados partindo dos acidos benzoicos substituidos correspondentes, os
quais, apds conversao nos respetivos cloretos de acido (Método A) ou apos a protonagao do acido
carboxilico (Método B) reagiram com diferentes alcoois (butanol a hexadecanol). Recorrendo ao
Método A foram testadas dois condi¢des de reagao diferentes: Al, A2.

3.1.1 Meétodo A

Neste método, primeiramente, procede-se a uma reago entre o derivado de acido benzdico e
o cloreto de tionilo (SOCI.) para sintetizar o intermediario cloreto de acido. Seguidamente, o alcool
reage com cloreto de acido para formar o éster (mecanismo em A2. ):

Meétodo A1 - A reacdo € realizada numa etapa, onde um excesso de alcool serve como solvente.

I I
| X OH SOCI, | X OR
X/ P 4+ ROH X/ /

Figura 69 Sintese de ésteres de derivados de acido benzéico substituido usando
SOCl.. Método Al.

Método A2 - Neste método, a rea¢ao ocorre em duas etapas, onde o cloreto de acido é formado

na primeira etapa, apos o qual o alcool é adicionado, onde o DCM serve como solvente.

(@] (6] e)
I socl, I ROH I
I X OH — N o o | X OR
x—___ x—___ CHCl,  y—
X =H, 4-NO, e 3,5-dNO, R = butilo a hexadecilo

Figura 70 Sintese de ésteres de derivados de acido benzéico substituido usando
SOCI,. Método A2.



3.1.1.1 Procedimento geral de preparacio de H-benzoatos, de 4-nitrobenzoatos, de 3,5-
dinitrobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos — Método Al

Dissolveram-se 1 eg. de acido correspondente (acido benzoico, acido 4-nitrobenzoico, acido
3.5-dinitrobenzoéico, acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico) em 25 eq. do alcool (butanol a
hexadecanol) e adicionou-se gota a gota 1,5 eq. de cloreto de tionilo e colocou-se a reagdo sob
aquecimento durante 5h a 50°C para se formem os ésteres respetivos. O alcool foi simultaneamente
reagente e solvente da reacdo. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina
(TLC) com o tolueno até a reacao estar completa. Para a revelacao da placa utilizou-se radiagao
ultravioleta (UV) e o revelador quimico permanganato de potassio. Apos agitacdo da mistura
reacional durante 5 h sdo adicionados 25 ml de 4gua. O éster separado ¢ extraido com
diclorometano e lavado com 10 ml de solugdo saturada de bicarbonato de sodio. A secagem
(Na;SOs) e a evaporagio do DCM deram o éster. A purificagio do produto foi feita por
cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno.

A Tabela 25 apresenta as condigdes experimentais da sintese dos ésteres derivados de acido

benzoico substituido pelo método Al:

Tabela 25 Condi¢des experimentais da sintese de ésteres derivados de acido benzoico
substituido pelo método Al

Composto R TfoglE;);;C t’refluxo/h | Rendimento /n (%)
la CaHy 50 5 79
1c CgH1z 50 5 86
le CioHas 50 5 72
2c CeH17 50 5 88
3d CioHa1 50 5 99

Por este método foram obtidos 5 compostos (1a, 1c, le, 2¢ e 3d) com bom rendimento (Tabela
25) e efetuada a sua caracterizacdo estrutural por Espectroscopia de Ressonincia Magnética

Nuclear.

3.1.1.2 Procedimento geral de preparacgio de H-benzoatos, de 4-nitrobenzoatos, de 3,5-
dinitrobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos — Método A2

Adicionaram-se 25 eq. de cloreto de tionilo a eq. de acido correspondente (acido benzdico,
acido 4-nitrobenzoico, acido 3.5-dinitrobenzoico, acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico) e
colocou-se a reagdo sob refluxo durante 3h a 88°C para se formem os cloretos de benzoilo
respetivos. Durante a reacao ocorreu a libertagao de dioxido de enxofte até se formar o cloreto de
acido pretendido. O cloreto de tionilo foi simultaneamente reagente e solvente da reacdo. Apds o

término da reagdo, evaporou-se 0 cloreto de tionilo em excesso.
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De seguida, dissolveram-se 2eq. de alcool em diclorometano (DCM) seco. O solvente DCM
foi seco previamente com cloreto de sddio anidro. A rea¢ao ocorreu sob refluxo 24h até se formar
o éster pretendido. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina (TLC) com o
tolueno até a reacdo estar completa. Para a revelagdo da placa utilizou-se radiagdo ultravioleta
(UV) e o revelador quimico permanganato de potassio.

Terminada a rea¢do procedeu-se a evaporacdo do solvente DCM e a purificagdo do produto
por cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno.

A Tabela 26 apresenta as condi¢des experimentais da sintese dos ésteres derivados de acido

benzoico substituido pelo método A2:

Tabela 26 Condi¢des experimentais da sintese de ésteres derivados de acido benzoico
substituido pelo método A2

T1°refluxo/ °C o T2’refluxo/ °C | T2°refluxo/ | Rendimento
Composto R L T1°refluxo/ h o o
+ agitacio + agitaciio h /1 (%)
39 CieHzs 88 3 50 24 28

Por este método foi obtido 1 composto (3g) (Tabela 26) e efetuada a sua caracterizagdo
estrutural por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

3.1.2 Método B

Esterificacdo de Fisher ¢ um tipo especial de esterificagao pelo refluxo de um acido carboxilico
e um alcool na presenga de um catalisador acido (H2SOs). A reagdo realizada sem solvente

(especialmente quando um grande excesso de alcool reagente ¢ usado). (mecanismo em A2.)

1 1
| X OH conc H,SO, | X OR
x—U _ + ROH x—10 _

Figura 71 Sintese de ésteres de derivados de acido benzéico substituido por catalise
acido (HzSO4).

3.1.2.1 Procedimento geral de preparacao de H-benzoatos, de 4-nitrobenzoatos, de 3,5-
dinitrobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos — Método B.

Dissolveram-se 1 eq. de acido correspondente (acido benzoéico, acido 4-nitrobenzoico, acido
3.5-dinitrobenzoéico, acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico) em 25 eq. do alcool (butanol a
hexadecanol) e adicionou-se gota a gota 0,5 eq. de acido sulfurico e colocou-se a reagdo sob
refluxo durante 24h a 120°C para se formem os ésteres respetivos. O alcool foi simultaneamente
reagente e solvente da reac@o. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina
(TLC) com o tolueno até a reagao estar completa. Para a revelagdo da placa utilizou-se radiagdo

ultravioleta (UV) e o revelador quimico permanganato de potassio. Apos agitagdo da mistura
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reacional durante 24 h sdo adicionados 25 ml de agua. O éster separado ¢ extraido com
diclorometano (DCM) e lavado com 10 ml de solu¢do saturada de bicarbonato de sodio. A
secagem (Na2SO4) e a evaporagio do DCM deram o éster. A purificagio do produto foi feita por
cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno.

3.1.3 Meétodo C

Neste método, primeiramente, procede-se a uma reagdo entre o derivado de acido benzdico e
o cloreto de tionilo (SOCI,) para sintetizar o intermediario cloreto de acido. Seguidamente, a amina
reage com cloreto de acido para formar a amida (mecanismo em A2.):

Método C1 - A reagdo ¢ realizada numa etapa, onde o DCM serve como solvente.

I i
| N OH SOCl,; CH,CI, | AN NHR
1 ———
X =H, 4-NO, e 3,5-dNO, R = butilo a hexadecilo

Figura 72 Sintese das amidas de derivadas de acido benzéico substituido usando
SOCI,. Método C1.

Método C2 - Neste método, a reagao ocorre em duas etapas, onde o cloreto de acido é formado

na primeira etapa, apos o qual amina ¢ adicionado, onde o0 DCM serve como solvente.

o O 0
I socl, I RNH, |
N OH —— = "N a — " 5 TN NHR
x—___ x—___ CHClL  x—
X =H, 4-NO, e 3,5-dNO,, R = butilo a hexadecilo

Figura 73 Sintese de amidas de derivados de acido benzdico substituido usando
SOCI,. Método C2.
3.1.3.1 Procedimento geral de preparagio de derivados de H-benzamidas, de 4-
nitrobenzamidas, de 3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamida — Método
CL

Dissolveram-se 1 eq. de acido correspondente (4cido benzoico, acido 4-nitrobenzoico, acido
3.5-dinitrobenzoéico, acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico) em diclorometano e adicionaram-
se 3 eg. da amina (butilamina a hexadecilamina). A mistura reacional adicionou-se gota a gota 1,5
eg. de cloreto de tionilo e colocou-se a reagdo sob refluxo durante 5h a 50°C para se formem as
amidas respetivas. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina (TLC) com uma
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mistura de n-hexano e acetato de etilo (7:3) até a reagdo estar completa. Para a revelagdo da placa
utilizou-se radiacdo ultravioleta (UV) ¢ o revelador quimico permanganato de potassio. Apos sdo
adicionados 25 ml de 4gua. A amida separada ¢ extraido com diclorometano (DCM) e lavada com
10 ml de solugdo saturada de bicarbonato de sodio. A secagem (Na2SO4) e a evaporacao do DCM
deram a amida. A purificacio do produto foi feita por cromatografia em coluna flash usando como
eluente uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (7:3).

3.1.3.2 Procedimento geral de preparacio de derivados de H-benzamidas, de 4-
nitrobenzamidas, de 3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamida — Método
C2.

O primeiro etapa da rea¢do é o mesmo que o primeiro etapa da reag¢do de esterificagdo no
Método A2. Adicionaram-se 25 eq. de cloreto de tionilo a eq. de 4cido correspondente (acido
benzodico, acido  4-nitrobenzodico, acido  3.5-dinitrobenzoico,  acido  3-nitro-5-
(trifluorometil)benzoéico) e colocou-se a rea¢do sob refluxo durante 3h a 88°C para se formem os
cloretos de benzoilo respetivos. Durante a reagdo ocorreu a libertagdo de dioxido de enxofre até se
formar o cloreto de acido pretendido. O cloreto de tionilo foi simultaneamente reagente e solvente
da reagdo. Apds o término da rea¢do, evaporou-se 0 cloreto de tionilo em excesso.

De seguida, dissolveram-se 3eg. de amida em diclorometano (DCM) seco. O solvente DCM
foi seco previamente com cloreto de sodio anidro. A reagao ocorreu a temperatura ambiente 24h
at¢ se formar amida pretendido. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina
(TLC) com uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (7:3) até a reagdo estar completa. Para a
revelacao da placa utilizou-se radiagao ultravioleta (UV) e o revelador quimico permanganato de
potassio.

Terminada a reagdo procedeu-se a evaporagdo do solvente DCM e a purificagdo do produto
por cromatografia em coluna flash usando como eluente uma mistura de n-hexano e acetato de
etilo (7:3).

A Tabela 27 apresenta as condigdes experimentais da sintese das amidas derivadas de acido

benzoico substituido pelo método C2:

Tabela 27 Condicdes experimentais da sintese de amidas derivadas de acido benzéico
substituido pelo método C2

T1°refluxo/ °C o T2refluxo/ °C R Rendimento /
Composto R T agitacio T1°refluxo/ h T agitacio T2°/h (%) n
4a CsHg 88 3 ta 24 84
4c CgHiz 88 3 t/a 24 80
de CioHzs 88 3 tla 24 78
5a CsHg 88 3 tla 24 93
5¢c CeH1z 88 3 ta 24 40
5e CioHys 88 3 t/a 24 50
6a C4Ho 88 3 t/a 24 47
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Composto R T1°refl.ux0~/ < T1refluxo/ h Tz"reﬂ‘uxo~/ < T2 h Rendimento /m

+ agitacao + agitaciio (%)
6b CeHis 88 3 t/a 24 59
6c CeHiz 88 3 t/a 24 43
6d CioHa 88 3 t/a 24 41
6e CioHas 88 3 t/a 24 93
6f CuaHao 88 3 40 24 10
69 CieHzs 88 3 50 24 86

t/a— temperatura ambiente
3.1.4 Meétodo D

Neste método, primeiramente, procede-se a uma reagdo entre o derivado de acido benzoico e
o cloreto de tionilo (SOClIy) para sintetizar o intermediario cloreto de acido. Seguidamente, o tiol

reage com cloreto de acido para formar o tioéster.

D
o)
I SOCI 80 °C, 3h RSH, DCM, 50 °C, 25 dias i
I X OH X R
// | S
X//

X =H, 4-NO2, 3,5-dNO2, R = butilo a dodecilo

Figura 74 Sintese dos tioésteres de derivados de acido benzoico substituido usando
SOCI,. Método D.
3.14.1 Procedimento geral de preparacio de H-tiobenzoatos, de 4-nitrotiobenzoatos, de
3,5-dinitrotiobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)tiobenzoatos — Método D.

O primeiro etapa da reag@o € o mesmo que o primeiro etapa da reagao de esterificagao no
Meétodo A2. Adicionaram-se 25 eq. de cloreto de tionilo a eq. de dcido correspondente (acido
benzodico, 4acido  4-nitrobenzodico, acido  3.5-dinitrobenzoico, 4cido  3-nitro-5-
(trifluorometil)benzoico) e colocou-se a reagao sob refluxo durante 3h a 88°C para se formem
os cloretos de benzoilo respetivos. Durante a reacdo ocorreu a libertagdo de dioxido de
enxofre até se formar o cloreto de 4cido pretendido. O cloreto de tionilo foi simultaneamente
reagente e Solvente da reagdo. Apos o término da reagdo, evaporou-se 0 cloreto de tionilo em
E€XCessO0.

De seguida, dissolveram-se 3eq. de tioéster em diclorometano (DCM) seco. O solvente
DCM foi seco previamente com cloreto de sodio anidro. A reagdo ocorreu sob refluxo 1-5
dias até se formar o tioéster pretendido. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em
camada fina (TLC) com o tolueno até a reagdo estar completa. Para a revelagdo da placa

utilizou-se radiag@o ultravioleta (UV) e o revelador quimico permanganato de potassio.
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Terminada a reagdo procedeu-se a evaporacdao do solvente DCM e a purificagdo do
produto por cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno.
A Tabela 27 apresenta as condigdes experimentais da sintese das amidas derivadas de

acido benzoico substituido pelo método C2:

Tabela 28 Condi¢des experimentais da sintese de tioésteres derivadOs de acido
benzoico substituido pelo método D

Composto | R Torefluxo/°C | o, o orp | T12refluxo/°C | Torefluxo/ | Rendimento
+ agitagio + agitago h /(%)
9a C4Ho 88 3 50 24 46
10a C4Ho 88 3 50 24 55
10c CeH17 88 3 50 120 28
1la C4Ho 88 3 50 24 75
11c CgH17 88 3 50 120 15

3.2 Analise e Identificacao Estrutural

Ap6s a sintese dos derivados do acido benzoico substituido, procedeu-se a analise e
identificagdo estrutural dos compostos através da técnica de Espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), para o estudo dos compostos quanto a sua estrutura molecular e

a sua pureza.
3.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Através da técnica RMN foram obtidos os espectros de protio (*H-RMN) e carbono (*C-
RMN) em cloroformio deuterado (CDCl3) e em metanol deuterado (MeOD).

A partir dos varios espectros obtidos, que estdo representados no A3. foi possivel fazer a
caracterizagdo de cada um dos compostos sintetizados. Na Figura 45 estdo representadas as
estruturas quimicas base dos ésteres e das amidas derivados dos 4cidos benzdicos
substituidos. Na Tabela 7 e na Tabela 12 estdo indicados os sinais de protdes e de carbonos,
em partes por milhdo (ppm), dos compostos em estudo.

Através da andlise dos *H-RMN, observou-se que os desvios quimicos dos protdes do
farmacoforo dos derivados do acido benzdico sdo muito proximos ou mesmo iguais entre os
varios compostos e corresponderam a atribuigao correta ao respetivo carbono. Relativamente
a multiplicidade, esta também foi a mesma para todos os protdes. Relativamente aos *3C-
RMN, observou-se também que, para os varios derivados do acido benzoico substituido, 0S
carbonos também apresentaram desvios quimicos muito semelhantes ou mesmo iguais e
concordantes com estruturas.

Caracterizacido Estrutural por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de

ésteres derivados de acido benzéico substituido.
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o Benzoato de butilo (1a)

'H RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.11 —8.02 (m, 2H), 7.62 — 7.46 (m, 2H), 7.46 — 7.39
(m, 1H), 4.35 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.85 — 1.70 (m, 2H), 1.62 — 1.32 (m, 2H), 1.00 (t, J = 7.4 Hz,
3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d)  166.85 (C7), 132.77 (C4), 130.64 (C1), 129.53 (C2 e
C6), 128.22 (C3 e C5), 65.02 (C9), 30.76 (C10), 19.27 (C11), 13.75 (C12).

o Benzoato de hexilo (1b)

'H RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.11 —8.01 (m, 2H), 7.62 — 7.53 (m, 2H), 7.67 — 7.53 (m,
1H), 4.33 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.75 (m, 2H), 1.48 —1.24 (m, 13H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) & 166.78 (C7), 132.76 (C4), 130.56 (C1), 129.53 (C2 e
C6), 128.30 (C3 e C5), 65.34 (C9), 31.56 (C10), 25.69 (C11-C13), 13.99 (C14).

o Benzoato de octilo (1c)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.11 —8.02 (m, 2H), 7.63 — 7.48 (m, 1H), 7.48 - 7.39
(m, 2H), 4.33 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.86 — 1.71 (m, 2H), 1.52 — 1.40 (m, 2H), 1.38 — 1.26 (m, 8H),
0.90 (t, J=7.4 Hz 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 166.85 (C7), 132.76 (C4), 130.70 (C1), 129.53 (C2 e
C6), 128.30 (C3 e C5), 65.14 (C9), 31.71 (C10), 26.11 (C11-C15), 14.07 (C16).

o Benzoato de dodecilo (1e)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.11 —8.01 (m, 2H), 7.62 — 7.53 (m, 1H), 7.53 - 7.39
(m, 2H), 4.33 (t, J = 6.7 Hz, 3H), 1.84 — 1.71 (m, 2H), 1.36 — 1.25 (m, 24H), 0.88 (t, J = 7.4 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 166.88 (C7), 132.76 (C4), 130.71 (C1), 129.53 (C2 e
C6), 128.30 (C3 e C5), 65.34 (C9), 31.17 (C10), 26 (C11-C19), 14.10 (C20).

o 4-nitrobenzoato de octilo (2c)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 4 8.36 —8.26 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8;2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 8.26 - 8.17 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 4.38 (t, J = 6.7 Hz, 1H),
1.88—-1.73 (m, 1H), 1.40 — 1.26 (m, 8H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 164.92 (C7), 150.49 (C4), 136.21 (C1), 130.64 (C2 e
C6), 123.50 (C3 e C5), 66.24 (C9), 32 (C10), 25.80 (C11-C15), 14.06 (C16).

o 3,5-dinitrobenzoato de decacilo (3d)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.24 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 9.17 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 4.47
(t,J=6.8 Hz, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.52 — 1.24 (m, 14H), 0.95-0.84 (t, J = 7.4, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 162.53 (C7), 122.26 (C4), 134.13 (C1), 129.38 (C2 e
C6), 148.84 (C3 e C5), 67.30 (C9), 31.81 (C10), 25.51 (C11-C17), 14.08 (C18).

o 3,5-dinitrobenzoato de hexadecacilo (3Q)
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IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.24 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 9.17 (d, = 2.1 Hz, 2H), 4.47
(t,J=6.8 Hz, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.27 (m, 26H), 0.89 (t, J = 7.4, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 162.66 (C7), 122.27 (C4), 134.18 (C1), 129.39 (C2 e
C6), 148.74 (C3 e C5), 67.12 (C9), 31.96 (C10), 25.92 (C11-C23), 14.10 (C24).

o 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de butilo (4a)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.05 (dd, J = 1.9; 2.0 Hz, 1H), 8.69 (dd, J =2.3; 1.9
Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.3; 2.0 Hz, 1H), 4.45 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.91-1.75 (m, 2H), 1.60 — 1.34
(m, 2H) 0.98 (t, J = 7.4, 3H).

o 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de hexilo (4b)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.05 (dd, J = 1.9; 2.1 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.1; 1.7
Hz, 1H), 8.63 (dd, J =1.7; 2.0 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.84 (m, 2H), 1.55 - 1.25 (m, 6H)
0.93 (t,J=7.4, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 163.50 (C7), 120.61 (C4), 131.25 (C1), 127.57 (C2),
124.42 (C6), 148.84 (C3),133.85 (C5), 66.84 (C9), 31.38(C10), 26 (C11-C13), 14.05 (C14).

o 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de octilo (4¢)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 9.05 (dd, J = 1.9; 2.0 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.1; 2.0
Hz, 1H), 8.63 (dd, J=1.7; 1.8 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.84 (m, 2H), 1.31 (m, 10H), 0.89
(t,J=7.4,3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) & 163.20 (C7), 124.34 (C4), 133.29 (C1), 131.75 (C2),
127.71 (C6), 148.86 (C3),133.64 (C5), 66.76 (C9), 31.84(C10), 25.91 (C11-C15), 14.03 (C16).

o 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de decacil (4d)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.05 (dd, J = 1.9; 2.0 Hz, 1H), 8.68 (dd, J = 2.2; 2.1
Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 1.7; 1.8 Hz, 1H), 4.4 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.91 — 1.76 (m, 2H), 1.36 — 1.24
(m, 10H),0.95-0.82 (t, J = 7.4, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) & 163.45 (C7), 124.40 (C4), 133.19 (C1), 132.69 (C2),
127.45 (C6), 148.74 (C3),133.83 (C5), 66.82 (C9), 31.66 (C10), 25.91 (C11-C17), 14.06 (C18).

o 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de dodecilo (4e)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.05 (dd, J = 1.8; 1.9 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.0; 1.9
Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 1.6; 1.8 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.91 — 1.76 (m, 2H), 1.29 (m,
20H),0.95-0.84 (t, J = 7.4, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 163.18 (C7), 120.70 (C4), 132.13 (C1), 127.35 (C2),
124.59 (C6), 148.77 (C3),133.68 (C5), 67.02 (C9), 31.88 (C10), 25.93 (C11-C19), 14.07 (C20).

Caracterizaciao Estrutural por Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear das

amidas derivadas de acido benzoico substituido.
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o N-butil-benzamida (5a)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.82 —7.72 (m, 2H), 7.56 — 7.46 (m, 1H), 7.46 — 7.37
(m, 2H), 6.15 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.1, 5.7 Hz, 2H), 1.68 — 1.54 (m, 2H), 1.52 — 1.34 (m, 2H), 0.98
(t,J=7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 167.74 (C7), 131.23 (C4), 134.95 (C1), 128.46 (C2 e
C6), 126.89 (C3 e C5), 40.25 (C9), 31.82 (C10), 20.24 (C11), 13.77 (C12).

) N-hexil-benzamida (5b)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.83—7.72 (m, 2H), 7.57 — 7.44 (m, 2H), 7.44 — 7.38
(m, 1H), 6.10 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.1, 5.7 Hz, 2H), 1.71 — 1.56 (m, 2H), 1.52 — 1.34 (m, 6H), 0.98
(t,J=7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 167.63 (C7), 131.24 (C4), 134.84 (C1), 128.49 (C2 e
C6), 126.85 (C3 e C5), 40.31 (C9), 31.73 (C10), 26.59 (C11-C13), 14 (C14).

o N-octil-benzamida (5¢)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.82 — 7.72 (m, 2H), 7.57 — 7.47 (m, 1H), 7.47 - 7.38
(m, 2H), 6.11 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.2, 5.6 Hz, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.42 — 1.24 (m, 10H), 0.96 —
0.84 (t,J=7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 8 167.52 (C7), 131.24 (C4), 134.92 (C1), 128.49 (C2 e
C6), 126.86 (C3 e C5), 40.26 (C9), 32.03 (C10), 27.10 (C11-C15), 14.07 (C16).

o N-dodecil-benzamida (5e)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.82 —7.72 (m, 2H), 7.57 — 7.47 (m, 1H), 7.47 - 7.38
(m, 2H), 6.11 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.71 — 1.55 (m, 2H), 1.45 — 1.28 (m, 11H),
1.28 (m, 7H), 0.95 - 0.84 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 167.49 (C7), 131.25 (C4), 134.92 (C1), 128.51 (C2 e
C6), 126.84 (C3 e C5), 40.26 (C9), 31.88 (C10), 27.03 (C11-C19), 14.10 (C20).

o N-butil-4-nitrobenzamida (6a)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.34 — 8.25 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 7.98 - 7.88 (ddd, Job=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.19 (s, 1H), 3.50 (td, J =
7.2,5.7 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 1.43 (m 2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 165.60 (C7), 149.44 (C4), 140.55 (C1), 128.09 (C2 e
C6), 123.74 (C3 e C5), 40.31 (C9), 31.94 (C10), 20.01 (C11), 13.72 (C12).

o N-hexil-4-nitrobenzamida (6b)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.36 — 8.25 (ddd, Jo=9 € Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 7.99 - 7.88 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.14 (s, 1H), 3.50 (td, J =
7.2,5.7 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 1.49 — 1.24 (m, 6H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
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13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) & 165.46 (C7), 149.60 (C4), 140.49 (C1), 128.07 (C2 e
C6), 123.77 (C3 e C5), 40.51 (C9), 31.31 (C10), 26.65 (C11-C13), 13.98 (C14).

) N-octil-4-nitrobenzamida (6¢)

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.27 — 8.16 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 7.90-7.80 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.10 (s, 1H), 3.41 (td, J =
7.2,5.7 Hz, 2H), 1.37 — 1.15 (m, 12H), 0.87 — 0.76 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 165.54 (C7), 149.56 (C4), 140.47 (C1), 128.08 (C2 e
C6), 123.76 (C3 e C5), 40.68 (C9), 31.64 (C10), 26.84 (C11-C15), 14.05 (C16).

o N- dodecil-4-nitrobenzamida (6e)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.35 - 8.25 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 7.98 - 7.88 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.17 (s, 1H), 3.49 (td, J =
7.2,5.7 Hz, 2H), 1.67 (m, 4H), 1.28 (m, 16H), 0.95 — 0.82 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

o N-butil-3.5-dinitrobenzamida (7a)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d)  9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.40
(s,1H), 3.56 (td,J=7.3,5.7 Hz, 2H), 1.77 - 1.61 (m, 2H), 1.56 — 1.37 (m, 2H), 1.01 (t, J = 7.3 Hz,
3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 162.93 (C7), 120.95 (C4), 138.36 (C1), 127.21 (C2 ¢
C6), 148.55 (C3 e C5), 40.72 (C9), 31.63 (C10), 19.95 (C11), 13.70 (C12).

o N-hexil-3.5-dinitrobenzamida (7b)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d)  9.17 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.42
(s,1H),3.55 (td, J =7.3,5.7 Hz, 2H), 1.77 — 1.64 (m, 2H), 1.37 — 1.33 (m, 6H), 0.98 - 0.87 (t, J =
7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 162.96 (C7), 120.95 (C4), 138.35 (C1), 127.17 (C2 e
C6), 148.87 (C3 e C5), 40.89 (C9), 31.36 (C10), 26.79 (C11-C13), 13.98 (C14).

o N-octil-3.5-dinitrobenzamida (7c)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.95 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.37
(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.71 (m, 2H), 1.30 (dg, J = 7.9, 4.3 Hz, 10H), 0.95—0.85 (t,
J=7.3Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 162.68 (C7), 120.95 (C4), 138.16 (C1), 127.17 (C2 e
C6), 148.87 (C3 e C5), 40.90 (C9), 31.83 (C10), 26.90 (C11-C15), 14.05 (C16).

o N-decacil-3.5-dinitrobenzamida (7d)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.18 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.39
(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.41 — 1.24 (m, 14H), 0.95—0.84 (t, J = 7.3
Hz, 3H).
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13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 4 162.98 (C7), 120.94 (C4), 138.23 (C1), 127.18 (C2 e
C6), 148.68 (C3 e C5), 41.05 (C9), 31.93 (C10), 27.05 (C11-C17), 14.08 (C18).

o N-dodecil-3.5-dinitrobenzamida (7e)

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.40
(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.38 (m, 2H), 1.29 (m, 16H), 0.96 — 0.84 (t, J
=7.3Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 162.74 (C7), 120.94 (C4), 138.39 (C1), 127.16 (C2 e
C6), 148.88 (C3 e C5), 40.96 (C9), 31.94 (C10), 26.91 (C11-C19), 14.09 (C20).

o N- tetradecilo-3.5-dinitrobenzamida (7f)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.14 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 9.01 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 7.08
(s,1H),3.58 -3.45 (td, J = 7.3,5.7 Hz, 2H), 1.76 (m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.35 (m, 2H), 1.29 - 1.22
(m, 18H), 0.93-0.82 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 162.94 (C7), 121.25 (C4), 138.56 (C1), 127.50 (C2 e
C6), 148.92 (C3 e C5), 41.39 (C9), 32.10 (C10), 27.32 (C11-C21), 14.36 (C22).

o N- hexadecilo -3.5-dinitrobenzamida (7g)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.95 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.36
(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 3H), 1.39 (m, 3H), 1.33 — 1.28 (m, 6H), 1.27 (s,
16H), 0.95-0.84 (J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 162.90 (C7), 120.95 (C4), 138.21 (C1), 127.14 (C2 ¢
C6), 148.85 (C3 e C5), 40.93 (C9), 32.05 (C10), 26.93 (C11-C23), 14.10 (C24).

o N-butil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8a)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.68 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.57 (dd, J = 2.0, 1.9
Hz, 1H), 8.34 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.45 (td, J = 7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.59 (m, 2H),
1.46—-1.28 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 164.15 (C7), 120.70 (C4), 130.13 (C1), 125.05 (C2),
123.03 (C6), 148.55 (C3), 137.94 (C5), 40.41 (C9), 31.72 (C10), 26.08 (C11), 13.80 (C12).

o N-hexil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8b)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.76 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0, 1.9
Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.53 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.68 (m, 2H),
1.48-1.32 (m, 6H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 163,72 (C7), 120.90 (C4), 129,95 (C1), 124,68 (C2),
122,82 (C6), 148.32 (C3), 137.85 (C5), 40.65 (C9), 31.37 (C10), 26.76 (C11-C13), 13.95 (C14).

o N-octil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8c)
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'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.76 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J =2.0. 1.9
Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.6, 1.9 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 3.53 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.67 (m, 2H),
1.41—1.25 (m, 10H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 163,66 (C7), 122.44 (C4), 129,95 (C1), 124,68 (C2),
122,82 (C6), 148.32 (C3), 137.85 (C5), 40.87 (C9), 31.63 (C10), 29.48 (C11-C15), 14.03 (C16).

o N-decacil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8d)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.77 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0, 1.9
Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H), 3.52 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 2H),
1.39 (m, 4H), 1.34 — 1.24 (m, 10H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 163,91 (C7), 122.99 (C4), 132.91 (C1), 129.97 (C2),
124.75 (C6), 148.41 (C3), 137.61 (C5), 40.87 (C9), 31.73 (C10), 29.41 (C11-C17), 14.03 (C18).

o N-dodecil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8e)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.76 (dd, J = 1.8, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0, 1.9
Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.29 (s, 1H), 3.52 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.76 — 1.63 (m,
2H), 1.38 (m, 4H), 1.29 (m, 14H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 163,78 (C7), 122.99 (C4), 132.91 (C1), 129.97 (C2),
124.75 (C6), 148.47 (C3), 137.80 (C5), 40.85 (C9), 31.38 (C10), 29.57 (C11-C19), 13.46 (C20).

Caracterizacao Estrutural por Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de
tioésteres derivados de acido benzoico substituido.

o tiobenzoato de butilo (9a)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.04 —7.94 (m, 2H), 7.64 —7.51 (m, 1H), 7.51 - 7.39
(m, 2H), 3.10 (t, J =7.3, 2H), 1.76 — 1.57 (m, 2H), 1.57 — 1.36 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 192.23 (C7), 137.69 (C4), 134.16 (C1), 128.60 (C2 ¢
C6), 127.05 (C3 e C5), 31.84 (C9), 28.73 (C10), 22.21 (C11), 12.88 (C12).

o 4-nitro-tiobenzoato de butilo (10a)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.32 - 8.18 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 8.10—-7.99 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 3.06 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
1.70-1.4 (m, 2H), 1.49-1.29 (m, 2H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 6 190.81 (C7), 150.71 (C4), 141.84 (C1), 128.18 (C2 e
C6), 123.83 (C3 e C5), 31.50 (C9), 29.53 (C10), 22.02 (C11), 13.52 (C12).

o 4-nitro-tiobenzoato de octilo (10b)
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H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.37 — 8.26 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H
e C5-H), 8.18 - 8.08 (ddd, Jo=9 e Jn=1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 3.14 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
1.79-1.63 (m, 2H), 1.51-1.38 (m, 2H), 1.38 — 1.25 (m, 8H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) 4 190.82 (C7), 150.45 (C4), 141.98 (C1), 128.18 (C2 e
C6), 123.83 (C3 e C5), 31.85 (C9), 29.92 (C10), 22.56 (C11-C15), 14.08 (C16).

o 3,5-dinitro-tiobenzoato de butilo (11a)

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.24 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 9.10 (d, J = 2.1 Hz, 2H),
3.23 (t, J=7.3 Hz, 2H), 1.82 - 1.61 (m, 2H), 1.61 — 1.34 (m, 2H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 188.12 (C7), 122.15 (C4), 140.12 (C1), 126.88 (C2 e
C6), 148.88 (C3 e C5), 30.92 (C9), 30.02 (C10), 22.15 (C11), 13.56 (C12).

o 3,5-dinitro-tiobenzoato de octilo (11b)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 9.24 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 9.10 (d, J = 2.1 Hz, 2H),
3.22 (t, J=7.3 Hz, 2H), 1.82 - 1.61 (m, 2H), 1.61 — 1.34 (m, 6H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) § 188.34 (C7), 122.15 (C4), 140.10 (C1), 126.88 (C2 ¢
C6), 148.70 (C3 e C5), 30.92 (C9), 30.02 (C10), 21.75 (C11-C15), 14.11 (C16).

3.3 Ensaios de estabilidade

Os compostos sintetizados foram estudados quanto a estabilidade quimica e enzimatica. Para
tal, foram feitos ensaios de estabilidade da hidrélise dos compostos em tampao fosfato pH=7,4 e
em plasma humano e em homogenato micobacteriano. O ensaio de estabilidade em homogenato
de micobactérias foi elaborado para avaliar se 0 composto seria ativado pelas micobactérias
ao acido livre e ao alcool e para verificar se eventualmente se formariam outros produtos. A
detecdo dos compostos e dos seus metabolitos € feita através da técnica High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).

Na reacao de hidrolise, os ésteres ou amidas sdo convertidos no seu respetivo acido (produto),
pelo que este estudo consistiu na analise da evolugdo da concentragio do éster e do 4cido ao longo
do tempo. Fizeram-se ensaios prévios onde se obteve a area do pico do éster ou amida e do
acido correspondente e o respetivo tempo de reten¢do. Foi importante garantir que os tempos de
reten¢do do éster ou amida e do respetivo acido apresentavam um intervalo de tempo suficiente
para ser possivel distinguir 0S COMpOstos.

Antes de comegar os ensaios, determinou-se o valor maximo de absorgdo para cada um dos
compostos derivados de acido benzoico substituido e do correspondente acido benzoico

substituido, através do espectrofotometro de ultravioleta (UV), de modo a se poder ajustar o valor
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do comprimento de onda no detetor de UV do HPLC. Na Figura 48, estdo representados os
exemplos de espectros UV obtidos e na Tabela 13 serdo apresentados 0s valores do comprimento
de onda para cada um composto analisado e o acido correspondente e os tempos de retengao dos
mesmaos.

Previamente aos ensaios de estabilidade, também foram preparadas solugdes para estabelecer
curvas de calibragdo, que representam a correlacdo entre a concentragdo e area de cada pico do
¢éster/amida e 4cido observado nos cromatogramas obtidos no HPLC. Para tal, os compostos sao
dissolvidos em acetonitrilo (ACN) em diferentes concentragdes. Para cada curva de calibracao,
obteve-se uma equagio 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 concentragdo. Tabela
29 apresentam-se os valores de declive obtidos (m) e o coeficiente de correlagao (r2) para cada
um dos compostos. Em A4. estdo representadas as curvas de calibra¢ao dos ésteres/das amidas

testados e dos acidos correspondentes.
3.3.1 Estabilidade em tampao fosfato pH 7.4

A estabilidade quimica dos ésteres derivados de BA foi estudada em tampao fosfato pH 7,4
0,01M e forga idnica de 0,15 M a temperatura de 37°C, com uma concentragao inicial de substrato
de 5x10-4 M. Os ensaios foram realizados em triplicado e acompanhados por um controlo
negativo para se monitorizar a concentragdo de éster/amida ndo hidrolisado na reacdo em
simultdneo com a concentragdo de éster/amida hidrolisado nos controlos positivos ao longo do
tempo.

As amostras foram preparadas através da adi¢ao de 40 pL de solugdo mae de composto (2,5x10
2M) em 1600 pL de solugdo tampao fosfato pH 7,4 e 360 uL de ACN para facilitar a dissolugio
do éster, e colocadas num banho termostato a 37 °C.

O controlo negativo foi preparado através da adigdo de 40 pL de solugdo méae de composto
(2,5%10M) em 1960pL de ACN.

Foram-se retirados amostras de 50 puL ao longo do tempo que se diluiam de 1/10 com 450 L
de ACN e injetaram-se, posteriormente, no HPLC. Sendo a concentragao final a injetar no HPLC
de 5x10°M.

O tempo de duracdo de cada ensaio foi de 336 h (14 dias).

3.3.2 Estabilidade em plasma humano

Com o intuito de avaliar a suscetibilidade destes compostos a hidrdlise enzimatica pelas

esterases humanas, foram feitos estudos de estabilidade em plasma humano. Estes estudos
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foram efetuados em suspensdes de plasma humano diluido a 80% em tampao fosfato pH 7.4
de concentragdo total 0,05M e forca i6nica 0,15M a temperatura de 37°C e concentracao
inicial de substrato de 5x10* M. Os ensaios foram realizados em triplicado e acompanhados
por um controlo negativo para se monitorizar a concentragdo de éster/amida nao hidrolisado
na reagdo em simultdneo com a concentracao de éster/amida hidrolisado nos controlos
positivos ao longo do tempo.

As amostras foram preparadas através da adicdo de 16 pL de solu¢do mae de composto
(2,5%x10°M) em 640 pL de plasma humano e 160 uL de solu¢ido tampao fosfato pH 7,4 e
colocadas num banho termostato a 37 °C.

O controlo negativo foi preparado através da adigdo de 40 pL de solugdo méae de composto
(2,5x102M) em 1960uL de ACN.

Foram-se retirados amostras de 50 pL ao longo do tempo que se diluiam de 1/10 com 450 uL
de ACN e se e centrifugaram-se a 14 000rpm por 15 minutos e injetaram, posteriormente, no
HPLC. Sendo a concentragdo final a injetar no HPLC de 5x10°M.

O tempo de duragio de cada ensaio foi de 72 h (3 dias).

3.3.3 Estabilidade em homogenato de M. smegmatis

O M. smegmatis cresceu no meio de cultura Middlebrook 7H9 com OADC a T=37°C até se
atingir na fase exponencial uma densidade 6tica entre 0,8 e 1,0 no comprimento de onda de 600nm,
tendo-se obtido um volume total de 2000mL. Retiraram-se porgdes de 200 mL de M. smegmatis
para tubos de 200mL, que foram centrifugados a 3000 rotagdes por minuto durante 10 minutos a
temperatura de 4°C. Separou-se o residuo do sobrenadante e adicionou-se 35 mL de tampao
fosfato salino PBS pH = 7,4 a cada tubo, procedendo-se a sua lavagem. Efetuou-se nova
centrifugagao retirando-se 0 sobrenadante, tendo-se procedido a uma segunda lavagem do residuo
com nova solu¢do de PBS. Os residuos foram congelados e ressuspensos posteriormente com
cerca de 25uL de PBS (volume total ~ 35 mL) sendo entdo colocados num banho com gelo no
aparelho de ultrassons aplicando-se 5 ciclos alternados, de 2 minutos intermitentes, seguidos de 2
minutos de descanso em cada tubo. Depois da preparagdo do homogenato, procedeu-se a
determinacdo da concentracdo total de proteina do homogenato pelos métodos de Bradford e de
Lowry.28228 A concentragdo total de proteina assim obtida foi de 8.6 pg/mL.

Para estabelecer qual a percentagem deste homogenato a utilizar nos estudos de estabilidade

subsequentes para 0s compostos a estudar, tomou-se a hidrélise do benzoato de etilo anteriormente
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descrita como padrao* sendo entdo estabelecido que a percentagem de homogenato a ser usada nos
ensaios posteriores com 0s compostos em estudo deveria ser de 3.2%.

As amostras foram preparadas através da adigdo de 20 puL de solugcdo mae de composto
(2,5x102M) em 32 pL de homogenato de M. smegmatis e 948 pL de solugdo tampéo fosfato
pH 7,4 e colocadas num banho termostato a 37 °C.

O controlo negativo foi preparado através da adigdo de 20 pL de solugdo méae de composto
(2,5x10-2M) em 980 L de ACN.

Foram-se retirados amostras de 50 pL ao longo do tempo que se diluiam de 1/10 com 450 uL
de ACN e se e centrifugaram-se a 14 000rpm por 15 minutos e injetaram, posteriormente, no
HPLC. Sendo a concentragdo final a injetar no HPLC de 5x10°M.

O tempo de duragao de cada ensaio foi de 48 h (2 dias).

3.4 Estudos de atividade Antimicobacteriana

Os estudos de atividade antimicobacteriana foram realizados em quatro estirpes
micobacterianas: M. tuberculosis, M. avium, M. smegmatis e M. bovis. Os estudos foram
realizados pelo Doutor David Pires do grupo de investigagdo Host-Pathogen Interaction da
Faculdade de Farmécia Universidade de Lisboa.

Estes estudos foram realizados em M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M. avium DSM
44156, M. smegmatis mc2 155, M. bovis BCG e através destes determinou-se a concentragdo
inibitoria minima (CIM) para todos os ésteres sintetizados assim como a concentragao bactericida
minima (CMB).

Todos as estirpes micobacterianas foram cultivados em meio Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC (acido oleico, albumina, dextrose, catalase) e 0,05% de tiloxapol e incubadas a 37 °C
até a fase de crescimento exponencial.

As CIM foram determinadas pelo método de microdiluicdo em meio liquido em placas de
cultura de 96 pogos. As culturas bacterianas de M.tuberculosis em fase de crescimento exponencial
foram sedimentadas, lavadas em solugdo de tampao de fosfato a pH 7,4 e ressuspendidas em meio
Middlebrook. Os aglomerados de bactérias foram removidos por tratamento ultrassonico de
suspensdes de bactérias em banho-maria por 5 minutos, seguido de centrifugacdo em baixa
velocidade (500 x g) por 2 minutos. A suspensdo das células foi verificada por microscopia. As
microplacas contendo uma suspensdo bacteriana correspondente a aproximadamente a 10°
unidades formadoras de colonias por ml foram incubadas com as concentragdes selecionadas dos
compostos. Em dias alternados, a densidade 6tica dos pogos foi medida em espectrofotdmetro

Tecan M200, ap6s 30 s de agitagdo orbital. Esses valores foram usados para produzir as curvas de
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crescimento. Apds 10 dias de incubaggo a 37°C, determinaram-se as CIM, que correspondem a
primeira concentragdo sem crescimento bacteriano visivel através da turbidez do meio. As
medidas de densidade otica foram tomadas até o 15 dia de incubag@o, apos o qual as amostras
bacterianas foram recuperadas das microplacas de teste MIC e plaqueadas em meio solido 7H10
+ OADC. A CBM foi determinada apds 3 semanas de incubagao, correspondendo a concentragao
do composto que ndo produziu colonias no meio solido. Bactérias tratadas com solvente DMSO
nas mesmas propor¢des presentes durante os testes do composto foram usadas como controle. A

isoniazida foi usada como controlo positivo para a inibi¢ao do crescimento.

3.4.1 Infecao de macréfagos e atividade de morte intracelular ex vivo.

Macrofagos THP-1 (preparados como abaixo, Capitulo 3.5) semeados em placas de 96 pogos
foram inoculados com as micobactérias (preparados como acima, Capitulo 3.4) em um MOI de 1
em meio de cultura THP-1 por 3h a 37 °C, 5% CO2. Apos este periodo de internalizagdo, as
bactérias livres foram removidas lavando os pogos trés vezes com PBS. Os macrofagos infetados
foram subsequentemente incubados com as concentragdes selecionadas dos compostos em meio
de cultura fresco. Em pontos de tempo discretos, as bactérias intracelulares viaveis foram
quantificadas pelo ensaio de unidades formadoras de coldnias. Os macrofagos foram lisados por
tratamento com 0,05% de igepal por 15 min, seguido de dilui¢des em série de 10 vezes dos lisados
em agua e plaqueamento em meio s6lido 7H10 + OADC. Ap6s 2-3 semanas de incubagdo a 37°C

as colonias foram contadas.
3.5 Ensaios de citotoxicidade

Utilizou-se a linha celular monocitica humana THP-1 (ATCC T1B202) para determinar o efeito
do composto na viabilidade celular. As células foram cultivadas em RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com soro bovino fetal a 10% (FBS, (Gibco)), 10 mM de HEPES (Gibco), 1 mM de
piruvato de sodio e mantidas a 37°C com 5% de CO2. A diferenciacdo de monocitos em
macrofagos THP-1 foi induzida por 48 h com 20 nM de acetato de tetradecanoilforbol (PMA)
apo6s um periodo de repouso de 24 h sem PMA. Os macrofagos diferenciados em placas de 96
pocos, 5 x 10* células por pogo, foram tratados com os compostos. Apds trés dias de tratamento,
a viabilidade celular foi determinada usando PrestoBlue (Invitrogen), seguindo as indicagdes do
fabricante. Resumidamente, as células foram lavadas com solugao tampao de fosfato salino (PBS)
e incubadas com PrestoBlue 10% (v/v) em meio de cultura de células. Apos 4 h de incubagdo, a
fluorescéncia de cada poco foi medida num espectrofotometro Tecan M 200 com 560 nm de
excitacao ¢ 590 nm de emissdo. A viabilidade foi calculada relativamente a células nao tratadas.
As células tratadas com solvente DMSO nas mesmas propor¢des foram usadas como controlo. A

puromicina foi usada como controle positivo para morte celular.
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Conclusoes

Este trabalho teve como principal objetivo a sintese de ésteres/amidas derivados de acidos
fracos contendo o grupo nitro e alcoois/aminas com cadeia longa e avaliar a possibilidade de estes
atuarem no M. tuberculosis como pro-farmacos. Para avaliar a nossa abordagem, foram
sintetizados ésteres € amidas de acido benzoico, acido 4-nitrobenzoico, acido 3.5-dinitrobenzoico
¢ acido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoico contendo comprimentos de cadeia linear de 4 a 16
atomos de carbono.

Foi efetuado a avaliacdo da atividade e da citotoxicidade destes compostos contra M.
tuberculosis H37Rv, 0 estudo da estabilidade quimica e enzimatica dos compostos € a possibilidade
de ativagdo dos mesmos pelas esterases micobacterianas e, por fim, o estudo da citotoxicidade dos
ésteres/amidas e dos acidos numa linha celular monocitica humana THP-1.

Com base nos estudos de estabilidade e atividade, pretendeu-se escolher compostos que sejam
ativos nas micobactérias, €, a0 mesmo tempo, apresentem uma hidrolise lenta em plasma e na
presenca das micobactérias. Os compostos que apresentarem estas caracteristicas poderdo ser
considerados potenciais pro-farmacos para o tratamento da tuberculose.

Primeiramente foram feitos os ensaios de estabilidade quimica, em plasma humano ¢ em
homogenatos de micobactérias, pois ¢ preciso garantir que 0S COMpOStoS sejam estaveis em
plasma humano para poderem atingir o alvo sem serem degradados. A estabilidade em tampao
serve para verificar se a hidrélise em plasma pode ser explicada por uma hidrdlise puramente
quimica ou se corresponde a uma hidrolise enzimatica (mais rapida). Nestes ensaios,
observou-se que os compostos com maior comprimento de cadeia alquilica seriam mais estaveis
e por isso mais dificeis de hidrolisar do que os de cadeia alquilica mais curta.

Os compostos nitrados mostraram ser quimicamente estaveis no intervalo de tempo necessario
para efetuar os testes de atividade e estabilidade e a hidrolise enziméatica nao foi significativamente
influenciada pela hidrélise quimica dos ésteres.

Em relagdo de estabilidade enzimatica os ésteres apresentam uma estabilidade adequada em
plasma humana, no entanto, na estabilidade nas micobactérias 0 valor de percentagem de
degradagdo foi baixo. Assim, os ésteres nitrados, apesar de apresentarem uma estabilidade
adequada em plasma humana, pelo que deveriam atingir o alvo sem serem degradados, sdo
estaveis a hidrolise das esterases micobacterianas, pelo que ndo sdo transformados
significativamente respetivo acido livre. As amidas, por sua vez apresentam elevada
estabilidade tanto em plasma humana, como em micobactérias. Assim, as amidas, apesar de serem
estaveis em plasma humano, também sdo estaveis a hidrolise pelas esterases micobacterianas, pelo
que ndo sdo transformadas na sua forma ativa.
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Além da estabilidade, também foi avaliada a atividade destes compostos contra M. tuberculosis
H37Rv, através da CIM e da CBM. Concluiu-se que os ésteres 3,5-dinitrobenzoatos foram os mais
ativos do que os ésteres de 4-nitrobenzoatos. O que formou a ideia de que para atividade
antimicobacterina ¢ importante a posi¢ao de um grupo nitro na zona aromatica. Inesperadamente
as 3,5-dinitrobenzamidas (3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos) apresentaram atividade melhorada
em comparac¢do com 3,5-dinitrobenzoatos (3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos). Além disso, ao
comparar atividade 3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamidas verificou-se que
ambos os grupos de compostos tém atividade semelhante 0 que permite nos concluir que apenas
um grupo nitro na zona aromatica tem importancia para atividade antimicobacteriano.

Dado que o intuito deste trabalho era estudar a possibilidade de os compostos sintetizados
atuarem como pro-farmacos, conclui-se que estes compostos estardo provavelmente a atuar
como farmacos.

Para avaliar a sua capacidade atuar dentro de célula hospedeiro foram avaliados atividade em
macrofago humanos THP-1 infetados pelo M. bovis BCG. Foi demonstrado que 0s compostos
também pode penetrar em macrofagos e possuem atividade bactericida.

Ao avaliar estabilidade e atividade dos compostos sintetizados verificou-se que 0s compostos
que  apresentam maior  atividade (3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-
(trifluorometil)benzamidas) também mostraram estabilidade enzimatica elevada. Assim
surgiu a ideia que esses compostos nao necessitam ativagao pelo hidrolases micobacterianas.
Ao pesquisar na internet sobre compostos antimicobacterianos contendo o grupo nitro foi
postulado que o0s nossos compostos atuam de maneira semelhante como os benzotiazinonas
e dinitrobenzamidas. Uma série de compostos com atividade conhecida contra a tuberculose
e que tém similaridade estrutural com 0s nossos compostos ativos e um alvo potencial para
esses compostos ¢ a enzima DprE1. Esses compostos podem interagir através do Seu grupo nitro
com um residuo de cisteina da decaprenilfosforil-B-d-ribose 2'-epimerase (DprE1l), também
covalentemente ou ndo, bloqueando assim a primeira etapa na reacdo de epimerizagao de
decaprenil-fosforil-d-ribose (DPR) para decaprenil-fosforil-d-arabinose (DPA), o doador de
arabinano para arabinogalactano. 2%

Por fim, foram feitos ensaios de citotoxicidade, em que se obteve o valor de CLsoe indice de
toxicidade/atividade para cada composto sintetizado. Estes resultados demonstraram que ao
contrario do que se poderia esperar, apesar de serem toxicos para as micobactérias os
compostos com grupos nitro tiveram a capacidade de manter a sobrevivéncia dos

macrofagos. Assim, o facto de os compostos ndo apresentarem toxicidade nas células

humanas o que ¢ uma caracteristica importante para os pro-farmacos.
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Anexos

Al. O que é um composto nitroaromatico?

Um grupo nitro é um grupo quimico funcional que contém um atomo de nitrogénio ligado
a dois atomos de oxigénio e um atomo de carbono que conecta o grupo ao resto da molécula.
O atomo de nitrogénio num grupo nitro ¢ carregado positivamente e os dois atomos de
oxigénio compartilham uma carga negativa. Um grupo nitro pode ser desenhado de vérias
maneiras; comummente todo o grupo ¢ abreviado como NO>. Alternativamente, o grupo

nitro pode ser representado pelas estruturas (A) ou (B) na Figura 75.162
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Figura 75 Representagdes alternativas de grupos nitro e exemplos de
nitroaromaticos. 1%

Um composto nitroaromatico ¢ uma molécula em que um ou mais grupos nitro estao
diretamente ligados a um sistema de anel aromatico. Por exemplo, nitrobenzeno (C), 2-
nitrofurano (D) e 5-nitroimidazol (E) na Figura 75.

Quimicamente, o grupo nitro possui uma combinacdo Unica de propriedades; ¢
fortemente aceitador de eletrdes, pequeno, polar e pode formar ligagdes de
hidrogénio.'®® Além disso, o grupo nitro pode ser bioativado por reducdo enzimética
para dar espécies reativas (Figura 75). Em muitos casos, essas espécies reativas sao

164

responsaveis pelos efeitos biologicos dos farmacos nitro,™" caso em que 0 composto

nitroaromatico atua como pro-farmaco.®2

A2. Mecanismos de sintese

a. Mecanismo da formac¢ao de um cloreto de acido utilizando o reagente
cloreto de tionilo.!?

Neste método, o primeiro passo ¢ fulcral e passa pela sintese do cloreto de 4cido
utilizando cloreto de tionilo (SOCI>) através de reagdes de adi¢ao-eliminagao.

No atomo de enxofre de cloreto de tionilo ocorre a adigao do acido carboxilico e

consequente eliminagdo do ido cloreto (CI), 0 que origina um clorossulfito de acido
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(intermediario instavel). Por sua vez, o ido cloreto (nucleofilo) ataca o atomo de
carbono do grupo carbonilo do clorossulfito de acido e formam-se os produtos cloreto
de 4cido, didxido de enxofre (SO2) e 4cido cloridrico (HCI).

PR 0 ¢l cl 0jCl
HAO g — I b —= J\) ;-1 _>R-Jﬁ~é T At He+ 8o,
R™T0( R7N07Cl 0%
OH : e) cl
v :—)
; cl
Intermediario Instavel
Figura 76 Mecanismo da formagio do cloreto de acido. 1*?
b. Mecanismo da formacido dum éster utilizando 0s reagentes cloreto de

acido e alcool. 12

O cloreto de acilo reage com o alcool. Ha uma reagao muito exotérmica onde um
gas 4cido e vaporoso ¢ liberado (cloreto de hidrogénio). E formado um éster.

A primeira fase (a fase de adi¢ao da reagdo) envolve um ataque nucleofilico ao atomo
de carbono razoavelmente positivo por um dos pares solitarios no oxigénio de uma
molécula de alcool.®

A segunda fase (a fase de eliminagdo) ocorre em duas etapas. No primeiro, a ligagao
dupla carbono-oxigénio se reforma e um ido cloreto ¢ expulso.

Isso ¢ seguido pela remogao de um ido hidrogénio pelo ido cloreto para um éster e

cloreto de hidrogénio.

.r’_h,r =
[ of 0
S0/ ST A P
R—C — R—C—Cl ~——» ¢ - R—C
5- \ R
- Cl | + \O_R-I
il e S
-0 | 2
= H & Hel HCI
H

Figura 77 Mecanismo da formacéo do éster pela reacio cloreto de acido com o
alcool .12

8 Nota: Apenas um dos dois pares solitdrios no oxigénio do alcool é mostrado. Isso evita entupir um
diagrama ja complicado com coisas que ndo sdo relevantes.
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C. Mecanismo da formacio duma amida utilizando 0s reagentes cloreto de
acido e amina.

Essas reagdes seguem um padrao semelhante ao que vimos acima. A amina ¢ usada
em excesso para a desprotonagao de intermediarios carregados positivamente:

Observe que, ao contrario das reag¢des entre o cloreto de acido e o alcool, o cloreto
de hidrogénio nao ¢ produzido - pelo menos, ndo em qualquer quantidade. Qualquer
cloreto de hidrogénio formado reagiria imediatamente com o excesso de amina para dar
cloreto de amonio.

A primeira fase (a fase de adigdo da reagdo) envolve um ataque nucleofilico ao atomo
de carbono razoavelmente positivo pelo par solitario no atomo de nitrogénio da amina.

A segunda fase (a fase de eliminac¢do) ocorre em duas etapas. No primeiro, a ligagao
dupla carbono-oxigénio se reforma e um ido cloreto ¢ expulso.

Isso ¢ seguido pela remocao do ido hidrogénio do nitrogénio. Ele é removido com
ido cloreto para formar HCI (que ira reagir imediatamente com o excesso de amina para

formar cloreto de amoénio, conforme indicado abaixo).

R1MNHz + HZ ——— R1MH5CI

Figura 78 Mecanismo da formag¢io duma amida utilizando os reagentes cloreto de
acido e amina.**?

d. Mecanismo da formac¢iao dum éster utilizando acido sulfiirico como
catalisador (esterifica¢iio de Fisher).

Esta pagina examina em detalhes o mecanismo de formacdo de ésteres de acidos
carboxilicos e dalcoois na presenca de acido sulfirico concentrado atuando como
catalisador.

Na primeira etapa, o acido Obtém um protdo (Um ido hidrogénio) do acido sulfurico
concentrado. O protdo se liga a um dos pares solitarios do oxigénio, que esta duplamente
ligado ao carbono.

A transferéncia do protao para o oxigénio da-lhe uma carga positiva.
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A carga positiva ¢ deslocalizada em toda a extremidade direita do ido, com uma boa
quantidade de positividade no atomo de carbono.

Havera algum grau de carga positiva em ambos os atomos de oxigénio e também no
atomo de carbono. Cada uma das ligagdes entre o carbono e os dois oxigénios sera a
mesma - em algum lugar entre uma ligagdo simples e uma ligagao dupla.

Para o proposito do resto desta discussdo, vamos usar a estrutura em que a carga
positiva estd no atomo de carbono.

A carga positiva do atomo de carbono ¢é atacada por um dos pares solitarios do
oxigénio da molécula do alcool.

O que acontece a seguir ¢ que um protao (Um ido de hidrogénio) ¢é transferido do atomo
de oxigénio inferior para um dos outros. Ele ¢ capturado por uma das outras substancias
na mistura (por exemplo, ao ligar a um tinico par numa molécula de dlcool que nao reagiu)
e, em seguida, transferido de volta em um dos oxigénios mais ou menos ao acaso.

Agora, uma molécula de agua ¢ perdida do ido.

O hidrogénio ¢ removido do oxigénio pela reagdo com o ido hidrogenossulfato, que se

formou na primeira etapa.

H—O, .0 —
q/ \5/ H O\S/O
PN -
/o: H1O “o G;—H :o/ \o /O—H
R=<_ ¥ N 4 — R—C+ —
0—H \O_H Cé \O—H
R1—0—H
0 —H
|
R—C—0—H 0 —H 0 —H O—H
| transferéncia de préton | e |
R1—O0—H _ R—C—0O—-H ——» R—C+ H
+ RV ™
R1—0o H 0— R1
H—O_ O
JE o -
Lo+tH ¥ o ¥ 0
L\!_,,D H 0 o V.
R—C+ - R—C
O—R1 O0—R1

Figura 79 Mecanismo da formacio dum éster utilizando acido sulfirico como
catalisador (esterificacdo de Fisher).!'?
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A3. Espectros de RMN obtidos para os varios compostos sintetizados
1. Benzoato de butilo (1a)
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Figura 80 Espectro de *H RMN do composto 1a
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Figura 81 Espectro de *C RMN do composto 1a
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Benzoato de hexilo (1b)
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Benzoato de octilo (1c)
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4. Benzoato de dodecilo (1e)
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5.

4-nitrobenzoato de octilo (2c)
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6.

3,5-dinitrobenzoato de decacilo (3d)
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7.

3,5-dinitrobenzoato de hexadecacilo (3g)
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3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de butilo (4a)
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9.

3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de hexilo (4b)
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10.  3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de octilo (4¢)
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11.  3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de decacilo (4d)
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12.  3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de dodecilo (4e)
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13.  N-butil-benzamida (5a)
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14.  N-hexil-benzamida (5b)
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15.  N-octil-benzamida (5c)
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16.  N-dodecil-benzamida (5e)
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17.  N-butil-4-nitrobenzamida (6a)
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18. N-hexil-4-nitrobenzamida (6b)
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19.  N-octil-4-nitrobenzamida (6c)
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20.

N-dodecil-4-nitrobenzamida (6e)
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21.  N-butil-3.5-dinitrobenzamida (7a)
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22.  N-hexil-3.5-dinitrobenzamida (7b)
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23.  N-octil-3.5-dinitrobenzamida (7c)
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24.  N-decacilo-3.5-dinitrobenzamida (7d)
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N-dodecacilo-3.5-dinitrobenzamida (7€)
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26.  N-tetradecil-3.5-dinitrobenzamida (7f)

10 12 14 16 18
NH\/\/\/\/\/\/ZO\/
9 11 13 15 17 19
G, 10 fiel waagg g gng £ RENEID
E3- - L - - =dd
oy gt | s [t i S Lt
Féa w4
Sl b
sdal sk -
= !
Lo
:
rf - ) J[ / A
“'él—‘ o = ) )
C g B2 X =2
R R e I = B 6
0,20 0,18 0,10 0,05 0,00 8,95 .00 f.05
. (it e 200
s
- 100
ke i oF ]
i T o
L 4 ‘:%:A@lr—
—————S—— f— - 1
& I
m T T T T T T T T™r 7 =
095 G5l QEA . R4 GED
[ SR TN}
411
Lo
T o
10 355 3.5 A 1
T g
A =,
Ty Ly p L p
Bg £ 3 2 Fd B
125 128 L3 o LS a R 2.0 tI\ TS5 o BS hl.l'l 4"-' E.': 3.0 20 1= II:I
1 i}

CNE SO 4. 20 fad g |p1anm

11348
R 1)
1455

v

o
Lim

LR
- 0000
- 000
L-sioon

L -scn0n

R ]

e
4 Sl
T ke

" a0

150 150 140 130 1@ 13 196 o5 BO P4 e) 53 40 .3n 20

Figura 131 Espectro de **C RMN do composto 7f

175



27.  N-hexadecil-3.5-dinitrobenzamida (7g)
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28.  N-butil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8a)
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29.  N-hexil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8b)
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30.  N-octil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8c)
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31. N-decacil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8d)
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32.  N-dodecacil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8e)
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33.  Tiobenzoato de butilo (9a)
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34.  4-nitro-tiobenzoato de butilo (10a)
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35.  4-nitro-tiobenzoato de octilo (10c)
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36.
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37. 3,5-dinitro-tiobenzoato de octilo (11b)
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Figura 153 Espectro de *C RMN do composto 11b.
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A4, Curvas de Calibracio em HPLC

Para quantificar as concentracdes de éster e acido, as curvas de calibragdo de
concentragdo foram determinadas usando sete solugdes padrdo com concentragdes
5x107" M, 1x10°® M, 5x10° M, 1x10° M, 5x10° M, 1x10* M e 5x10* M (Tabela 29).
Em Figura 154 e em Figura 155 estao representadas os exemplos das curvas de
calibragdo do éster e da amida derivados de acido 4-nitrobenzo6ico com 8 carbonos na

cadeia alquilica.
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Tabela 29 Curvas de Calibracio obtidas através da analise por HPLC das solu¢des com concentracdes 5x107 M, 1x10° M, 5x10° M, 1x10° M,
5x10° M, 1x10* M e 5x10™* M.

Curva de Coeficie Curva de Coeficiente | tioést Curva de Coeficiente
éstere X R Calibragdo/m nte de amid X R Calibragdo/m de eres X R Calibragdo/m de
S Correlag as Correlagdo/ Correlagdo/
ao/ R? R? R
H y=6,23E+10x | 0,9977
la CsHs | y=6,01E+10x | 0,9987 5a CsHy | y=391E+10x 0,9988 9a CaHo y = 7,4E+10x 0,9996
1b H CeHiz | y=6,26E+10x | 0,9994 5b H CeHiz | y=642E+10x 0,9989 H
1c CeHiz | y=6,13E+10x | 0,9998 5c CeHiz | y=4,66E+10x 1 9c CgHiz | y=6,96E+10x 0,9975
le CioHxs | y=4,74E+10x 1 5e CiHxs | y=4,63E+10x 0,9973 e CipHzs | y=6,06E+10x 0,9961
B H y =7,3E+10x 0,9995
2a CsHs | y=6,58E+10x 1 6a CiHy | y=4,43E+10x 0,9998 10a CaHo y =5,6E+10x 0,9992
2b 4-NO; | CgHiz | y=752E+10x 1 6b 4-NO, | CgHiz | y=6,23E+10x 0,9994
2c CeHiz | y=7,36E+10x | 0,9999 6c CgHi; | y=5,22E+10x 1 10c 4-NO; CeHiz | y=746E+10X 0,9998
2e CiHy»s | y=6,2E+10x | 0,9993 6e CioHys | y=1,89E+10x 0,9992
H y=112E+11x | 0,9996
3a CsHo y = 8,6E+10x 0,9998 7a CiHy | y=999E+10x 0,9972 1la CaHo y=127E+11x 0,9996
3b CeHiz | y=1,01E+11x | 0,9999 7b CeHiz | y=1,06E+11x 0,9964
3c 35- CgHiz | y=1,05E+11x | 0,9997 7c 3,5- CeHiz | y=8,95E+10x 0,9998 11c 3,5- CeHiz | y=139E+11x 0,9997
3d dNO2 | CiHax | y=6,55E+10x | 0,9996 7d dNO: | CiHa | y=104E+11x 0,9997 dNO,
3e CioHy | y=2,61E+10x | 0,9983 7e CioHzs | y=1,04E+11x 0,9983 1le CioHps | y=144E+11x 0,9998
3f CuaHag y = 9E+10x 0,9997 7f CuHz | y=4,75E+10x 0,9993
39 CiHzs | y=6,39E+10x | 0,9982 79 CisHzs | y=1,25E+11x 0,9974
H y=291E+10x | 0,9997
4a CiHs | y=107E+11x | 09333 8a CisHy | y=4,38E+10x 0,9996
4b CeHiz | y=6,11E+10x | 0,9993 8b CeHiz | y=509E+10x 0,9999
4c 3-NO2- | CgHiz | y=6,09E+10x | 0,9999 8c 3-NOz- | CgHi; | y=557E+10x 0,9999 12¢ | 3NOz | CgHyz | y=1,06E+11x 0,9998
4d | 5CFs | CoHn | y=53E+10x | 09974 | 8d | 5CFs | CiHx | y=4,97E+10x | 09987 5-CFs
4e CioHas y= 3,65E+10x 0,9997 8e CioHos y= 6,57E+10x 0,9994 12e CioHas y= 1,11E+11x 1
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Figura 154 Representagio grafica da curva de calibracio do composto 2¢, usada na
determinacio da concentracio do éster correspondente.
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Figura 155 Representagio grifica da curva de calibracio do composto 6c, usada na
determinacio da concentracio da amida correspondente.

A5. Calculo da degradacao dos ésteres/amidas nos ensaios de estabilidade
quimica e enzimatica

Dado que se observou que a conversao de éster/amida com cadeias longas (C8-C16) no acido
ndo ¢ quantitativamente equivalente, o que pode ser relacionado com a alta lipofilia e formagao
de precipitagdes, todos os calculos foram realizados pela formagao de acido o qual foi invertido
usado o controle como a concentragao inicial.

CCi = Ceontrole - CAxx, Onde

CCx — A concentrag@o de composto em tempo x

CAuw- A concentragdo de acido em tempo x

Ceontrole— A concentracao media de controle

A formula utilizada para calcular a percentagem de degradagéo dos ésteres/amidas ao longo

do tempo de ensaio esta representada de seguida.



ng acidox

Degradacéo do éster (%) = 100

njéster
A6. Cromatogramas em HPLC
Um exemplo de um cromatograma obtido na hidrolise quimica do composto 3.5-

dinitrobenzoato de butilo, 3a, apds 24h de reagdo encontram-se na Figura 156. Os tempos de

retengdo do acido e do éster encontram-se na Tabela 30.
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Figura 156 Cromatograma do composto 3.5-dinitrobenzoato de butilo, 3a, apos 24h
de reacio de hidrdlise quimica

Tabela 30 Tempos de retencio do éster, 2c, e do acido 4-nitrobenzoico.

Composto | R Tempo de Retencio
3a CsHg | 9.664
C H 2.730

Um exemplo de um cromatograma obtido na hidrolise enzimatica do composto N-butil-4-
nitrobenzamida, 6a, apos 54h de reagdo encontram-Se na Figura 157. Os tempos de reteng¢do do
acido e da amida encontram-Se na Tabela 31.
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Figura 157 Cromatograma do composto N-butil-4-nitrobenzamida, 6a, apés 54h de
reacao de hidrolise enzimatica

Tabela 31 Tempos de retencio da amida, 6a, e do acido 4-nitrobenzoico.

Composto R Tempo de Retencio
6a C8H17 4.333
B H 2.969

A7. Atividade antimicrobiana intracelular de compostos testados contra

M. bovis BCG infetando macréfagos humanos THP-1

Para avaliar a sua capacidade atuar dentro de célula hospedeiro foram avaliados
atividade em macrofago humanos THP-1 infetados pelo M. bovis BCG. Foram
avaliados trés ésteres (3.5-dinitrobenzoato de hexilo (3b), 3,5-dinitrobenzoato de
decacilo (3d), 3,5-dinitrobenzoato de tetradecilo (3f) e trés amidas (N-hexil-3.5-
N-decacil-3.5-dinitrobenzamida (7d), N-tetradecilo-3.5-

dinitrobenzamida (7f) derivados de acido 3.5-dinitrobenzéico. Como um controle

dinitrobenzamida (7b),

negativo foi usado DMSO e como um controle positivo foi usado isoniazida (INH).
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Foi avaliado o nimero de bactérias viaveis numa amostra em cada momento de

tempo (0, 1, 3 e 7 dia).

Tabela 32 Atividade antimicrobiana intracelular de compostos testados contra
Mycobacterium bovis BCG infetando macréfagos humanos THP-1. Os resultados
apresentados em CFU.

cfu x10™M compostos (na concentracéiio 2 pg/ml): 0.1 pg/ml
DMSO 7b 7d 7f 3b 3d 3f INH
0 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2
1 1533 | 458 | 733 | 1416 | 1458 | 125| 1216 9,91
3 10,75 040 | 0,32 | 10,08 | 1187 | 125 | 13,66 1,33
7 1191 ] 0,05] 0,03| 1391 9,83 8,5 7,25 0,24
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