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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infeciosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Apesar do declinio na incidéncia e mortalidade desta doenca, das
inovacdes nos diagnosticos e na melhoria do acesso aos cuidados de saude, o
surgimento de infe¢des por micobactérias resistentes a farmacos constitui um dos
maiores problemas de saude publica. A emergéncia de estirpes do Mtb multi- e
extensivamente resistentes a farmacos, a auséncia de uma vacina eficaz e a
duracdo do tratamento, tornam urgente o desenvolvimento de novos farmacos,
nomeadamente farmacos que atuem em novos alvos terapéuticos e através de
mecanismos de acao diferentes. Outra ameaca no controlo desta epidemia € a atual
pandemia da COVID-19, pois acresce o potencial impacto a médio prazo no nimero
de pessoas que desenvolvem TB a cada ano.

A cadeia respiratéria do Mtb tem sido considerada um novo alvo para o
desenvolvimento de farmacos, em virtude do surgimento de compostos aprovados
e em estudo, que tém como alvos componentes da sua cadeira respiratoria,
realcando a vulnerabilidade do metabolismo de energia desta micobactéria e a
sensibilidade dos componentes da via da fosforilagcdo oxidativa a inibicdo quimica
especffica.

Esta dissertacdo teve como principal objetivo desenvolver compostos
hibridos com estabilidades quimicas diferentes. Estes compostos contém na sua
estrutura uma molécula base, a pirroloquinolona, ligada a um farmacdéforo contendo
0 grupo nitro através de diferentes linkers. Foram desenvolvidos com o objetivo de
serem capazes de atuar seletivamente sobre diferentes alvos da cadeia respiratéria
do agente infecioso Mth, nomeadamente no complexo Cyt-bcc-aas (PYQ) e no Cyt-
bd (libertacdo de NO), inibindo assim a sintese de ATP. Assim, espera-se que 0S
compostos hibridos atuem tanto na forma ativa como na forma latente da doenca.

A sintese, caracterizacdo estrutural e as propriedades fisico-quimicas e
ADME dos compostos hibridos sé@o apresentadas. A estabilidade dos compostos
hibridos em condi¢cdes fisiologicas, incluindo estabilidade em tampao fosfato, em
plasma humano e em microsomas de figado de rato, foi avaliada por HPLC. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos hibridos (6a-b) e dos seus
semelhantes sem o farmacoéforo que contém o grupo nitro (5a-b) foi realizada
através da determinagdo da concentragcdo minima inibitoria por microdiluicdo em
meio liquido. Verificou-se que a presenca do farmacdéforo contendo o grupo nitro
originou um aumento da atividade dos compostos contra o Mtb, mostrando que os



compostos hibridos séo promissores no tratamento da TB. Estes ensaios revelaram

gue o composto hibrido 6a é o mais eficaz a inibir a espécie bacteriana Mtb.

Palavras-chave: Tuberculose; Compostos hibridos; Resisténcia a farmacos,
Cadeia respiratéria do Mycobacterium tuberculosis.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Despite the decline in the incidence and mortality of this disease,
innovations in diagnosis and improved access to healthcare, the emergence of drug-
resistant mycobacterial infections is one of the greatest public health problems. The
emergence of multi- and extensively drug-resistant Mtb strains, the absence of an
effective vaccine and the duration of treatment, make urgent the development of new
drugs, especially drugs that act on new therapeutic targets and through different
mechanisms of action. Another threat in controlling this epidemic is the current
COVID-19 pandemic, which adds to the potential medium-term impacton the number
of people who develop TB each year.

The respiratory chain of Mtb has been considered a new target for drug
development, due to the emergence of approved compounds under study which
target components of the respiratory chain, highlighting the vulnerability of this
mycobacterium's energy metabolism and components sensitivity of the oxidative
phosphorylation pathway to specific chemical inhibition.

This dissertation had as main objective to develop hybrid compounds with
different chemical stability. These compounds contain in their structure a base
molecule, the pyrroloquinolone, linked to a pharmacophore containing the nitro group
through different linkers. They were developed with the purpose of being able to
selectively act on differenttargets of the respiratory chain of the infectious agent Mtb,
namely the Cyt-bcc-aas (PYQ) and Cyt-bd (NO release) complex, thereby inhibiting
ATP synthesis. Thus, it is expected that the hybrid compounds act in both the active
and latent forms of the disease.

The synthesis, structural characterization, physicochemical properties and
ADME of the hybrid compounds are presented. The stability of the hybrid compounds
under physiological conditions, including stability in phosphate buffer, in human
plasma and in rat liver microsomes, was evaluated by HPLC. The evaluation of the
antimicrobial activity of the hybrid compounds (6a-b) and their similar without the
pharmacophore containing the nitro group (5a-b) was performed by determining the
minimum inhibitory concentration by microdilution in liquid medium. It was found that
the presence of the pharmacophore containing the nitro group caused an increase
in the activity of the compounds against Mtb, showing that the hybrid compounds are
promising in the treatment of TB. These tests revealed that the hybrid compound 6a
is the most effective in inhibiting the Mtb bacterial species.



Keywords: Tuberculosis; Hybrid compounds; Drug resistance; Respiratory

chain of Mycobacterium tuberculosis.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1.1  TUBERCULOSE (TB): UM PROBLEMA DE SAUDE GLOBAL

A tuberculose (TB) é uma doenca infeciosa causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), também designada por bacilo de Koch, o agente
infecioso que mais seres humanos vitimiza. Este agente patogénico juntamente com
sete espécies de micobactérias — M. bovis, M. africanum, M. microti, M. caprae, M.
pinnipedii, M. canetti e M. mungi — constituem o complexo Mycobacterium
tuberculosis. [1-3] A maior parte destas espécies, causam doengcas em seres
humanos. O Mtb apresenta a capacidade Unica de sobreviver no hospedeiro,
oscilando entre os estados de doenca ativa e latente, escapando assim as defesas
do sistema imunitario. [4]

A TB sensivel a farmacos (DS-TB) é atualmente tratada com um cocktail de
antibioticos de primeira linha — composto por quatro farmacos, isoniazida (INH),
rifampicina (RIF), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA) — durante seis meses de
guimioterapia. Em casos de farmaco-resisténcia ou naqueles em que alguma outra
patologia relacionada com o paciente reduz a eficaciado tratamento primario, sdo
usados farmacos de segunda linha. Um obstéaculo no controlo eficaz desta patologia
incide no surgimento de estirpes de micobactérias multirresistentes (MDR),
extremamente resistentes (XDR) e totalmente resistentes (TDR) a farmacos de
primeira e/ou de segunda linha, representando assim um desafio de saude publica.
[5-7]

De formaa alcangar o controlo global desta epidemia, existe a necessidade
urgente de desenvolver novos farmacos anti-TB com atividade sobre as estirpes de
micobactérias MDR, XDR e TDR, que atuem sobre diferentes alvos terapéuticos, por
mecanismos de acao também diferentes e que reduzam a duragéo do tratamento da
DS-TB e TB resistente a farmacos (DR-TB). [7] O metabolismo energético da
bactéria, mais especificamente a via da fosforilacdo oxidativa (OxPhos), pode ser
uma via de interesse para o desenvolvimento de farmacos. A via da OxPhos é
responsavel por produzir trifosfato de adenosina (ATP) que é essencial tanto para a
formaativa como para a forma latente, portanto, ter como alvo os componentes da
cadeia respiratoria do Mtb poderia ser uma forma de atuar mais eficazmente no
controlo da doencga. [8-11]



1.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA

Considerada uma emergéncia de saude publica global nos ultimos 28 anos,
a TB é a principal causa de morte em todo o mundo por doencga infeciosa entre
adultos. [12] Cerca de 10 milhdes de pessoas, em todo o mundo, adoeceram com
TB em 2019, um numero que tem diminuido muito lentamente nos ultimos anos.
Estima-se que houve 1,2 milhdes de mortes por TB entre pessoas negativas para o
virus da imunodeficiéncia humana (VIH) em 2019, e 208 mil mortes em pessoas
seropositivas. [2]

NaFigura 1.1., pode observar-se 0 mapa da Organizagdo Mundial de Saude

(OMS), onde estéo representados os paises com maior incidéncia da doenca em
2019.
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Figura 1.1. Paises que tiveram mais de 100 mil novos casos de TB em 2019. [2]

Em termos geograficos, a maioria dos casos de TB em 2019 ocorreram nas
regides do Sudeste Asiatico, Africa e Pacifico Ocidental. No que diz respeito a DR-
TB, cerca de 500 mil pessoas desenvolveram TB resistente a RIF (RR-TB), das
guais 78% tinham MDR-TB. Globalmente em 2019, 3,3% dos novos casos de TB e
17,7% dos casos tratados anteriormente tinham MDR/RR-TB. [12]



Em Portugal, nos ultimos 10 anos verificou-se uma diminuicéo de cerca 40%
da taxa de notificacdo e de incidéncia de TB, com valores de incidéncia abaixo dos
20 por 100 000 habitantes desde 2015. [13]

A TB continua a ser uma das principais prioridades da OMS, que estabeleceu
uma estratégia, denominada “End TB Strategy”, que visa acabar com a epidemia
global de TB procurando reduzir as mortes por TB em 95% e diminuir a taxa de
incidéncia de TB em 90% até 2035. [2] Porém, o surgimento da atual pandemia da
COVID-19 pode representar uma ameaga no controlo desta epidemia. O estudo
Stop TB Partnership, realizado em marc¢o de 2020, sugeriu que a pandemia poderia
causar globalmente mais 6,3 milhdes de casos de TB entre 2020 e 2025 e 1,4
milhdes de mortes por TB. [2] Desta forma, a pandemia farh com que o mundo

retroceda cinco a oito anos no combate global contra a TB. [14]

1.3 Mycobacterium tuberculosis (Mtb)

O género Mycobacterium compreende mais de 170 espécies, a maioria das
guais sdo organismos ambientais. As espécies de Mycobacterium foram divididas
em dois grupos, crescimento rapido e crescimento lento, sendo que deste ultimo
fazem parte o complexo Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae
(responsavel pela lepra) e Mycobacterium ulcerans (origina uma Ulcera de Buruli) —
principais agentes patogénicos micobacterianos de humanos. [15]

Além de causar TB, existem evidéncias que sugerem gque o Mtb também esta
associado a varias outras doencas humanas, como outras complicacdes
pulmonares, doengas autoimunes e sindromas metabdlicos. [16]

Este microorganismo apresenta uma parede celular composta por trés
componentes principais: um polimero de peptidoglicano, acidos micélicos de cadeia
longa e um polissacarideo arabinogalactano altamente ramificado, sendo a camada
de peptidoglicano o componente essencial para a manutencdo da integridade celular
e da viruléncia. O sucesso deste agente patogénico e a sua resisténcia inata a
muitos farmacos antimicobacterianos, podem ser atribuidos em parte a estrutura
Unica da sua parede celular composta por camadas ricas em lipidos e hidratos de
carbono, que tem baixa permeabilidade para muitos farmacos hidrofilicos e por
possuir um grande nimero de bombas de efluxo. [17,18]

Este agente infecioso pode atingir qualquer 6rgdo (TB extrapulmonar),
embora seja principalmente um agente patogénico pulmonar (TB pulmonar). [1,2] A
infec&o é adquirida pela inalagdo de goticulas infeciosas transportadas pelo ar, com

1 a 5 micrémetros de didmetro e, uma vez dentro dos pulmdes, o Mtb causa uma



resposta imune e uma infegcéo respiratoria primaria. [3,4,19] As células que fazem
parte do sistema imunitario sdo recrutadas, como tentativa de eliminar a ameaca. A
micobactéria apresenta a capacidade de sobreviver neste ambiente, evitando a
fusdo entre os fagosomas e os lisosomas dentro da célula infetada. Nos leucdcitos,
a micobactéria comeca a proliferar, levando a morte celular necrética e ao
recrutamento de macréfagos adicionais. A fagocitose do bacilo por macrofagos
alveolares e células dendriticas juntamente com a formacéo do granuloma (Figura
1.2.) cria um ambiente avascular, inflamatorio e necrético, no qual a bactéria enfrenta
baixos niveis de oxigénio e stress oxidativo. Por ser um microorganismo estritamente
aerdbio, qualquer diminuicdo no oxigénio disponivel leva a uma diminuicdo
significativa do crescimento do bacilo, até que cessa completamente. O bacilo ativa
entdo uma série de mecanismos que impedem a degradacado proteica e levam a
regulacdo homeostéatica, com manutencdo de um nivel metabdlico basal. O Mtb
ajusta as fontes de energia, reduz o gasto energético, preparando-se para o estado
de dorméncia. Quando se atinge esta fase de néo replicacédo, a doenca entra num
estado de infecdo latente, que pode ser mantido durante meses, anos ou mesmo
décadas. A TB latente é o processo durante o qual o doente ndo exibe sintomas
(assintomatico) e apresenta um elevado risco de progressao para doenca ativa. Este
risco pode variar de individuo para individuo, aumentando na presenca de
determinados fatores como o VIH ou outras coinfecgfes. A forma ativa da doenca
acontece quando os doentes apresentam sintomas e podem ser infeciosos se

houver doenga pulmonar. [4,20-22]

(A) ®)
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O Mtb desenvolveu a capacidade de resistir aos agentes anti-TB,
independentemente do uso de farmacos potentes em varias combinagcdes. A DR-TB
continua a ser uma grande preocupacdo de saude publica, surgindo a um ritmo
alarmante em todo o mundo. [2,23]

Existem varias terminologias para descrever a resisténcia a farmacos
(Tabelal.1)). [7,23-25]

Tabela 1.1. Terminologias de resisténcia a farmacos.

RR-TB Considerada quando a resisténcia a RIF é detetada com/sem
resisténcia a outros farmacos anti-TB.

MDR-TB E considerada quando ha resisténcia aos dois farmacos, RIF e INH.

XDR-TB Apresenta-se quando ha resisténcia a uma fluoroquinolona e a um
injetavel de segunda linha (amicacina, canamicina ou capreomicina)
juntamente com resisténcia a RIF e INH.

TDR-TB Embora ndo haja um consenso quanto a terminologia, € comumente
descrito como “resisténcia a todos os farmacos de primeira e segunda
linha usados no tratamento da TB”.

O mecanismo envolvido na DR-TB deve-se principalmente a resisténcia
primaria, infecdo por uma estirpe resistente de Mtb, ou secundéaria que advém de
um tratamento incompleto ou subterapéutica, resultando na selecdo da estirpe
resistente mutante que é adquirida durante o tratamento da DS-TB inicial. [24]

A micobactéria desenvolve resisténcia a farmacos por meio de mutacdes
genéticas, sendo o principal mecanismo de resisténcia a modificacdo do alvo. Para
além disso, o Mtb também apresenta resisténcia intrinseca aos farmacos, atribuida
principalmente & estrutura invulgar da sua parede celular (presenca de &cido
micolico) combinada com mecanismos de efluxo eficazes. Acredita-se que o
equilibrio entre a permeabilidade reduzida da parede celular, que atua
sinergicamente com a atividade das bombas de efluxo, e 0 aumento da expressao
dos genes que codificam essas bombas de efluxo constituem o primeiro passo para

0 desenvolvimento e estabilizagdo de fenotipos resistentes a farmacos. [1,26]



1.4 ALVOS TERAPEUTICOS EXPLORADOS

Uma melhor compreenséo da biologia do Mtb, juntamente com a completa
sequenciacédo do seu genoma, permitiu a identificacdo de novos alvos terapéuticos
e 0 estabelecimento de regimes terapéuticos. Os agentes envolvidos no controlo de
aspetos vitais da estrutura e metabolismo micobacteriano como, replicacdo de DNA,
sintese de RNA, sintese de proteinas, metabolismo energético, sintese da parede
celular e metabolismo do acido félico foram, nos ultimos 40 anos, e continuam a ser
potenciais alvos terapéuticos explorados na descoberta de farmacos eficazes para
a TB. [27]

Na Tabela1.2., estdo representados alguns exemplos de farmacos que tém

como alvos diferentes locais do Mtb.

Tabela 1.2. Alvos terapéuticos explorados no Mtb. Adaptado de [24] e [28].

Replicacdo do Sintese de Sintese de Metabolismo Sintese da Metabolismo do Multiplos alvos
DNA RNA proteinas energético parede celular acido félico
Fluoroquinolonas Rifamicinas  Estreptomicina  Pirazinamida Isoniazida Acido p-Amino-  Nitroimidazéis
Moxifloxacina Rifampicina  Oxazolidinona (fase lll e V) (fase IV) salicilico Delamanida
(fase Il1) Rifapentina (fase l e ll) Q-203 Etambutol (OPC-67683)
Gatifloxacina Linezolina (fase Diarilquinolina (fase IV) Pretomanida
1)) Bedaquilina(fase Etionamida (fase llle V) (PA-
Sutezolida (fase 1ll) Etilenodiamina 824)
) (TMC-207) (SQ-109)
(PNU-100480) Riminofenazina  Benzotiazinonas
Clofazimina (BTZ043);
(PBTZ169)
Cicloserina

Capuramicina

15 TRATAMENTO DA DOENCA

O tratamento da TB ativa pretende curar rapidamente a doenca e reduzir a
sua transmissdo. Para tal, os farmacos utilizados devem ser capazes de eliminar
rapidamente a populacao bacilar (interrompendo a transmissao), prevenir a selecéo
de estirpes resistentes e esterilizar a lesdo (evitando a recidiva da doencga). [29] A
eficacia do tratamento depende de varios farmacos bactericidas e esterilizantes
administrados em combinac¢ao, durante um periodo de tempo adequado. [30]

A primeira vacina usada para controlar a doenca foi a Bacillus Calmette
Guerin (BCG) desenvolvida hd um século (1908-1921). A sua eficacia limitada e
interferéncia no diagnéstico da TB ativa reduziram 0 seu uso nos paises

desenvolvidos. No entanto, nos paises em desenvolvimento, a vacina ainda é usada



para prevenir a TB infantil, mas ndo a doenca pulmonar reativada ou a TB associada
ao VIH. Com o passar dos anos, os cuidados preventivos deram lugar a outras
estratégias de tratamento, incluindo intervencdes cirdrgicas e 0 uso de antibioticos.
[27]

Os farmacos anti-TB convencionais tém como principal alvo 0os processos
necessarios para o crescimento e replicagdo celular e sdo menos eficazes contra
bactérias néo replicantes, resultando em tratamentos demorados. [8]

Para o tratamento da TB latente, existem trés regimes preferenciais
baseados em rifamicinas sendo estes: trés meses de isoniazida e rifapentina uma
vez por semana, quatro meses de rifampicina e trés meses de isoniazida e
rifampicina diéria, sendo o primeiro o preferido. [31]

Tratamento da DS-TB

O atual tratamento para a DS-TB, consiste no regime padrdo de quatro
farmacos de primeira linha que compreende, isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida (Figura 1.3.) durante dois meses, seguido de quatro meses com
isoniazida e rifampicina. Devido ao facto de a doenca ter uma terapéutica
prolongada, potencia a ndo adeséo dos pacientes. Além disso, o regime nem sempre
€ bem tolerado por gerar efeitos colaterais e episédios adversos graves, como
hepatotoxicidade. A resisténcia aos farmacos pode desenvolver-se devido aos

doentes interromperem a sua terapia prematuramente. [30,32]
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Figura 1.3. Estrutura dos farmacos de primeira linha usados no tratamento da TB.

A isoniazida (Figura 1.3.) foi o primeiro farmaco sintetizado com atividade
bactericida contra o Mtb e surge como um dos compostos mais ativos no tratamento
da TB. Além disso, a isoniazida tem sido usada como farmaco profilatico para
individuos com infecéo latente por Mtb de forma a prevenir a reativagdo da doenca.
[32,33] A elevada atividade bactericida, o baixo custo, a boa biodisponibilidade, a
excelente penetracdo intracelular e o espetro de acao restrito fazem deste farmaco
um dos agentes antimicrobianos ideais. Apresenta-se comoum pro-farmacoe, como
tal, necessita de ser convertido na sua formaativa no interior da célula bacteriana,
pela enzima catalase-peroxidase (KatG) (Figura 1.4.). Apés ativacdo, forma o
radical livre acil isonicotinico que inibe a biossintese do acido micdlico, resultando
na morte celular. A principal causa de resisténcia a isoniazida no Mtb deve-se a
mutacdes no gene katG, que codificaa enzima KatG. No entanto, a causa molecular
da resisténcia a este farmaco permanece ambigua e esta associada a mutagdes em

varios genes. [33-35]
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Figura 1.4. Ativacdo da isoniazida (INH) pela enzima KatG.

Outro antibiético importante é a rifampicina (Figura 1.3.), um bactericida com
acao contra um amplo espetro de microorganismos, entre 0s quais se incluem
micobactérias. [34,36] Este antibidtico, usado no tratamento da TB ativa e latente,
atua via inibicdo da RNA polimerase, levando a supressédo da sintese de RNA e,
consequentemente, a morte celular. No entanto, a resisténcia a rifampicina no Mtb
surge devido a mutagdes no seu alvo molecular. [37,38]

O etambutol (Figura 1.3.) € um agente anti-TB, tendo como alvo as
arabinosiltransferases, enzimas envolvidas na biossintese da parede celular. A
inibicdo destas compromete a sintese da parede bacteriana, levando a um aumento
da sua permeabilidade. [39] E um bactericida que atua em bacilos replicantes,
apresentando poténcia limitada em bactérias de crescimentolento e néo replicantes.
Estudos revelam que o etambutol ndo apresenta atividade esterilizante, mas tem
sido atil na protecdo contra o surgimento de resisténcia aos outros trés farmacos,
isoniazida, rifampicina e pirazinamida. [40]

A pirazinamida (Figura 1.3.) tem sido um componente insubstituivel nos
regimes clinicos de TB devido a sua atividade Unica contra infe¢cfes persistentes por
Mtb e & capacidade de reduzir o tempo de tratamento. Apresenta-se como um
pro-farmaco, cuja ativacao esta dependente da enzima pirazinamidase (PZase), que
converte este composto em acido pirazindico (Figura 1.5.). A maior parte da
resisténcia clinica a pirazinamida surge de mutacbes com perda de funcédo da
PZase. [41-43] Apesar da importancia clinica da pirazinamida e do reconhecimento
precoce da sua atividade anti-TB na década de 1950, o seu mecanismo de acao
ainda ndo esta plenamente esclarecido. No entanto, pensa-se que é altamente
dependente do pH no local de acé&o. [41,44] A pirazinamida soO € ativa contra o Mtb
a pH &cido, um ambiente que é produzido durante a inflamacgéo ativa. [45] Foi
sugerido que a acumulacdo de &cido pirazinéico interrompe o potencial de
membrana e interfere na producdo de energia, necessaria a sobrevivéncia do Mtb

num local acido da infe¢é&o. [42]
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Figura 1.5. Conversdo da PZA na sua forma ativa (acido pirazinéico) pela enzima PZase.

Tratamento da DR-TB

Existem dois tipos de regime no tratamento de MDR-TB: um mais longo e
outro mais curto. No caso do regime mais longo é necessario um periodo de dezoito
a vinte meses de terapia, farmacos mais onerosos e com um perfil de toxicidade
mais alto, em comparagdo com a DS-TB. O tratamento pode ser padronizado ou
individualizado e, geralmente, inclui pelo menos cinco farmacos. Os farmacos,
usados no regime mais longo, foram agrupados em trés grupos (Tabela1.3.). O
regime mais curto, usado no tratamento da MDR/RR-TB, requer um periodo de
nove a doze meses de tratamento. Usualmente, nos primeiros quatro a seis meses
€ administrado um conjunto de farmacos composto por kanamicina (amicacina) —
moxifloxacina — protionamida (etionamida) — clofazimina — pirazinamida —
isoniazida, seguido de cinco meses que compreendem 0s seguintes farmacos
moxifloxacina — clofazimina — pirazinamida — etambutol.

O tratamento da XDR-TB é semelhante ao regime longo da MDR-TB,
geralmente requer dezoito a vinte e quatro meses, compreendendo 0 uso de quatro
a seis farmacos anti-TB de segunda linha.

A necessidade de vérios antimicrobianos e o periodo de tratamento
prolongado, dificultam a capacidade de administrar e acompanhar pacientes que
frequentemente ndo sdo capazes de cumprir ou tolerar o tratamento. Além disso, a
fracaacessibilidade atestes de sensibilidade a farmacos, a alta toxicidade e a baixa
eficaciados regimes de tratamento tanto para MDR-TB como para XDR-TB, dificulta

ainda mais este tratamento. [7,24,30,46]
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Tabela 1.3. Grupos atuais de farmacos de segunda linha usados no tratamento mais longo
da MDR-TB e XDR-TB. Adaptado de [24].

Grupos e etapas Farmacos

Grupo A: Farmacos a serem priorizados Levofloxacina ou Moxifloxacina
Bedaquilina
Linezolida

Grupo B: Farmacos a serem adicionados a seguir, um = Clofazimina

ou ambos Cicloserina ou Terizidona

Grupo C: Farmacos a serem incluidos para completar = Etambutol

0 regime e quando os farmacos dos grupos A e B ndo Delamanida

podem ser usados Pirazinamida
Imipenem-Cilastatina ou Meropenem
Amicacina (ou Estreptomicina)
Etionamida ou Protionamida
Acido p-Amino-salicilico

1.6 METABOLISMO ENERGETICO DO MTB

Cadeiarespiratériado Mtb

O Mtb é uma bactéria aerébia obrigatéria e, como tal, usa a sua cadeia de
transporte de eletres (ETC) para produzir energia por meio da OxPhos, pelo que a
sua viabilidade depende da energia gerada pela cadeia respiratéria. [47,48] Ainda
gue as bactérias possam sobreviver em condicdes de stress como hipoxia, a
producdo da molécula de ATP pela ATP sintase € imprescindivel para a
sobrevivéncia de todos os tipos de micobactérias, sejam estas ativas ou latentes,
extracelulares ou intracelulares e em fermentacdo ou ndo fermentacgéo. [49]

Existem farmacos aprovados, como a bedaquilina (BDQ), telacebec (Q203),
clofazimina (CFZ) e PZA, e outros em estudo que tém como alvos alguns
componentes da cadeia respiratéria, mostrando a vulnerabilidade do metabolismo
de energia deste agente patogénico e a sensibilidade dos componentes da via da
OxPhos a inibic&o quimica especfifica. Portanto, atualmente ha um grande interesse
em explorar a OxPhos comoum novo alvo para novos farmacos antimicobacterianos
e para novas combinacgdes de farmacos. [7,8]

Na Figura 1.6., encontra-se uma representacado esquematica do modelo

proposto para a cadeia respiratéria do Mtb.
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Figura 1.6. Representacdo esquematica da ETC do Mtb. Adaptado de [8]. Os eletrdes
fornecidos pela NADH sdo bombardeados para a ETC pelas NADH desidrogenases
(principalmente a NDH-2, no Mtb), originando a redu¢cdo da menaquinona (MKH2). A MK é o
Unico transportadorde eletrdes através da ETC. As enzimas succinato desidrogenases (SDH)
Sdhl e Sdh2 também contribuem para a reducdo da pool de menaquinona. Os eletres da
pool da menaquinona séo transferidos para uma das oxidases terminais, a Cyt-bcc-aaa3 ou
Cyt-bd oxidase, que catalisam a reducdo do oxigénio em é&gua. Ao longo da cadeia
respiratoria, os protdes sdo bombeados através da membrana, gerando uma forgca motriz de
protdo (PMF), que é usada pela ATP sintase para produzir ATP.

Durante o processo da OxPhos, os eletrdes sao transferidos de doadores de
eletrdes (as desidrogenases primérias) do metabolismo central para o0 oxigénio
(aceitador de eletrdes terminal ou outros compostos como o fumarato ou nitrato). A
energia libertada nesta transferéncia € conservada pelos componentes de
bombardeamento de protdes da ETC, originando um gradiente eletroquimico na
forma de forga motriz de protdo (PMF). Por sua vez a energia desta PMF é utilizada
pela ATP sintase para a sintese de ATP. Acredita-se que a inibigdo da via da OxPhos
€ uma estratégia eficaz para erradicar subpopulacdes néo replicantes, diminuindo
assim a duracdo dos tratamentos, visto que a reposi¢cao sustentada de PMF e ATP

sd0 essenciais para a viabilidade do Mtb. [7,8]
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Principais componentes davia da OxPhos

A ETC do Mtb é constituida por nove desidrogenases primarias — prolina
desidrogenase, alanina desidrogenase, NADH desidrogenase do tipo | (NDH-1),
NADH desidrogenase do tipo Il (NDH-2), sucinato desidrogenase | e Il, glicerol-3-
fosfato desidrogenase 1l, monéxido de carbono desidrogenase, malato:
oxidoredutase de menaquinona e L-lactato desidrogenase —, que alimentam a
cadeia respiratéria como doadores de eletrbes e quatro oxidorredutases terminais —
citocromo C oxidase de tipo aas (Cyt-bcc-aas), citocromo oxidase de tipo bd (Cyt-
bd), nitrato redutase, fumarato redutase — que catalisam a transferéncia de eletrdes
para aceitadores de eletrées terminais. A menaquinona (MK), atua como portador
intermediario de eletrdes entre as desidrogenases primarias e as oxidorredutases
terminais. [8,50,51] Os principais componentes da via da OxPhos para os quais
foram descobertos inibidores e os que sédo alvos de farmacos potencialmente
adequados, séo referidos de seguida.

O Mtb possui trés NADH desidrogenases — uma NDH-1 e duas NDH-2 (Ndh
e NdhA) —ligadas a membrana, que sdo capazes de transferir eletrdes para MK com
a oxidacéo de NADH para NAD*. A NDH-2 foi validada quimicamente como um alvo
de farmacos do Mtb e, ao contrario da NDH-1, esta ausente no genoma dos
mamiferos, tornando-se uma vantagem para o desenvolvimento de inibidores
especfficos. [6,8]

A succinato desidrogenase (SDH)acopla a oxidac&o de succinato a fumarato
com a reducgéo da MK a menaquinol (MKH2) no Mtb. Apesar da sua importancia, tem
havido alguma relutdncia em desenvolver inibidores deste complexo devido a
presenca de um homoélogo mamifero. O Mtb possui duas enzimas SDH candnicas,
Sdhl e Sdh2, sugerindo que a Sdhl é essencial para o crescimento ideal sob
condicBes aerdbias, enquanto a Sdh2 parece desempenhar um papel mais
significativo na interrup¢céo do crescimento e dorméncia do Mtb durante a sua
transicdo de condicdes aerdbias para condicbes de hipoxia. As enzimas SDH
também parecem funcionar como um importante regulador da respiracéo no Mtb. [8]

O MKH: é reoxidado com a transferéncia de eletrdes para as oxidases ou
redutases respiratorias terminais. No Mtb, existem duas oxidases terminais que
catalisam a reducéo do oxigénio a agua, o supercomplexo de bombardeamento de
protdes, Cyt-bcc-aas, e uma Cyt-bd oxidase alternativa. O primeiro complexo, que
bombardeia protdes, € energeticamente mais favoravel para o crescimento étimo e
parece atuar como a via respiratéria primaria no Mtb em condi¢cdes aerdbias. No

entanto, estudos revelam que o complexo Cyt-bcc-aas ndo é estritamente essencial
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para o crescimento ou persisténcia, desde que a oxidase Cyt-bd seja expressa.
Relativamente ao Cyt-bd, apesar de estar menos caracterizado no Mtb, ha indicios
do papel desta oxidase terminal na sobrevivéncia bacteriana em ambientes de baixa
tensdo de oxigénio e protecao contra stress oxidativo. [6,8]

Durante a transferéncia de eletrdes de NADH ou succinato para um aceitador
de eletrdes terminal, como o oxigénio, os protbes sdo bombardeados para gerar a
PMF. A ATP sintase consiste hum complexo de FO transmembranar que é usado
para translocagao de iBes e um complexo F1 periférico que catalisa a geracéo de
ATP. [52] No Mtb, a ATP FiFo sintase € essencial para a viabilidade da replicagcéo e
ndo crescimento, destacando o seu papel critico na producdo de ATP e na
manutencao de um fluxo de eletrdes respiratérios em todos os estados metabdlicos.
[8]

Para a viabilidade e crescimento do Mtb em todos os estados metabdlicos é
essencial uma membrana celular energizada. A produgdo e manutengdo de uma
PMF, que consiste num potencial elétrico devido a separacéo de cargas através da
membrana e um potencial quimico de protdes, €, portanto, vital e ocorre

principalmente através dos componentes de bombeamento de protdes da ETC. [8]

OxPhos como alvo de antibacterianos

No caso do Mtb, o influxo de eletrdes e a manutengdo da PMF, bem como a
etapa final, a sintese de ATP, séo essenciais para o crescimento e sobrevivéncia.
Estas diferentes funcionalidades da OxPhos podem ser alvos de inibidores,
impedindo o transporte de eletrdes, quebrando a PMF ou bloqueando a producéo
de ATP. [7]

Na Tabela 1.4., estdo representados os inibidores, que tém como alvos

componentes da OxPhos e a sua fase de desenvolvimento (pré) clinico.
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Tabela 1.4. FAarmacos que tém como alvo a OxPhos e o estado atual de desenvolvimento

clinico. Adaptado de [7].

Fase de
Classe de farmacos (composto lead) Alvo desenvolvimento Uso clinico
clinico
Cl
N )\1/ cl NDH-2 Aprovado (lepra) MDR-TB
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Fenotiazinas
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(0] o
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Pirazinamida (PZA)
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Os farmacos fenotiazinas, assim comoa CFZ (Tabela 1.4.), ttm como alvo
a NDH-2, 0 ponto de entrada dos eletrbes na cadeia respiratéria. A CFZ foi aprovada
para o tratamento da lepra e, atualmente, est a ser reaproveitada como farmaco
anti-TB. [7] A CFZ é uma dibenzopirazina hidrofébica descoberta em 1950,
inicialmente sintetizada como um antibiético anti-TB. [53-55] Atualmente, este
medicamento reaproveitado é uma das terapias de primeira linha recomendadas
pela OMS para tratar RR-TB ou MDR-TB. [56] Os mecanismos de a¢cdo ndo sao
totalmente conhecidos, mas foi sugerido que o principal local de acdo é amembrana
externa da micobactéria e que a inibicdo da cadeia respiratéria e dos transportadores
de ides sdo modos de acao provaveis, pois o sistema respiratério em vez de oxidar
NADH, oxida CFZ, resultando na diminuicdo da sintese de ATP. Além disso, a
oxidacdo da CFZ pelo oxigénio ndo € enzimatica e produz espécies reativas de
oxigénio (ROS) que também contribui para a sua atividade. [54] Atioridazina e outras
fenotiazinas sdo farmacos antipsicoticos aprovados, cuja aplicabilidade esta a ser
considerada no tratamento da TB.

O composto lead Q203 (Tabela 1.4.) € um novo farmaco anti-TB que
pertence a classe imidazopiridina, uma categoria promissora de compostos que tém
como alvo a producédo de energia celular, por meio da inibicdo do Cyt-bcc-aas,
evitando o crescimento do Mtb. [7,11,57,58] O Q203 inibe o crescimento de estirpes
do Mtb MDR e XDR. [59]

Pequenas moléculas da classe da diarilquinolina, inibem a ATP sintase do
Mtb e de estirpes relacionadas. A BDQ (TMC207) (Tabela 1.4.) foi aprovada para
uso do tratamento da MDR-TB pela Food and Drug Administration (FDA). A BDQ é
usada em varios regimes de tratamentos de DS-TB e DR-TB, atualmente em
desenvolvimento pela TB Alliance, bem como no regime BPaL aprovado pela FDA
(composto por BDQ, pretomanida e linezolida). [60] A BDQ tem como alvo o
metabolismo energético da micobactéria. Inibe a bomba de protdes da ATP sintase
micobacteriana, conduzindo & morte bacteriana. [61,62] E altamente seletiva e,
portanto, € menos provavel que origine toxicidade em humanos. Este farmaco é
bactericida tanto para bactérias em replicagdo quanto para bactérias latentes. A
resisténcia intrinseca a este farmaco esta associada as bombas de efluxo. [24,26]

As esquaramidas sédo uma nova classe identificada de inibidores de ATP
sintase. [7]

Diversos antibiéticos, incluindo a PZA (Tabela 1.4.) e analogos deste
farmaco a base de diamina comoa SQ109 (Tabela 1.4.), podem colapsar a PMF.

Tanto a PZA como a SQ109 provavelmente tém multiplos alvos celulares e nédo se
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sabe até que ponto a inibicdo das fungBes bioenergéticas contribuem para a

atividade antimicobacteriana destes farmacos. [7]

Expandiro espaco-alvo daOxPhos

Embora estejam disponiveis farmacos contra outros alvos atualmente
validados na OxPhos, como NDH-2, ATP sintase, complexo Cyt-bcc-aas e PMF, é
ambicionavel alargar este espaco-alvo.

Como um exemplo de um alvo atualmente ndo explorado na OxPhos, temos
a succinato desidrogenase Sdh-1. Esta enzima € um regulador chave da OxPhos
micobacteriana durante a adaptacdo a ambientes de baixo oxigénio. O Cyt-bd, uma
oxidase terminal alternativa da cadeia respiratdria micobacteriana, representa outro
exemplo de um alvo pouco explorado. Este é importante para o crescimento em
condicdes de baixa tensdo de oxigénio. Apds mutacdo ou inibicdo quimica do
complexo Cyt-bcc-aas, varias estirpes do Mtb sdo capazes de redirecionar o fluxo
de eletrBes respiratorios para o Cyt-bd, levando a diminuicao da sensibilidade para
os inibidores do Cyt-bcc-aas. O Cyt-bd também pode proteger as micobactérias
contraa BDQ e a CFZ e, portanto, ter como alvo o Cyt-bd pode ser uma estratégia
eficaz para enfraquecer a resisténcia micobacteriana aos antibacterianos. [7,8]

1.7 COMPOSTOS HIiBRIDOS

Os compostos hibridos séo definidos comoa combinacéo de duas moléculas
diferentes e de agao independente, ligadas por uma ligacdo covalente. Isto pode
produzir um efeito sinérgico, originando uma poténcia farmacoldgica maior do que a
soma das poténcias de cada fragc&o individual. [63]

A combinacédo de compostos que tém como alvo diferentes componentes da
cadeia respiratoria tem sido considerada uma estratégia potencialmente bem-
sucedida para superar a adaptacédo da ETC em condi¢cdes de stress. [48,64,65]
Idealmente, utilizar varios alvos que atuem na ECT requerera mecanismos de a¢do
inovadores de modo a evitar o aparecimento de resisténcias.

A delamanida é um exemplo de um farmaco multi-targeting (Figura 1.7.),
pois € ativo contra o Mtb replicante pela inibicdo da sintese de &cido micdlico e
contra 0 Mtb néo replicante através de um mecanismo de acéo diferente. [66] Neste
altimo, o farmaco é metabolizado intracelularmente, libertando éxido nitrico (NO),
gue é responsavel por inibir o Cyt-bd do Mtb. Este efeito € acompanhado por uma

18



queda rapida dos niveis de ATP. E importante ressaltar que os scavengers de NO
protegem os bacilos do efeito letal do farmaco, sugerindo fortemente que o NO é o
responsavel por este novo mecanismo de acao. [67—69]
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Figura 1.7. Estrutura de um farmaco multi-targeting, a delamanida.

1.8  OBJETIVO DA DISSERTACAO

A TB continua a ter uma carga significativa a nivel mundial, permanecendo
uma das dez principais causas de morte em todo o mundo e é a principal causa de
morte por um Unico agente infecioso, o Mth. Este problema de salde publica é
agravado com o aumento e disseminagcdo de estirpes do Mtb MDR, XDR e TDR.
Deste modo, h4 uma enorme necessidade de desenvolver novas estratégias de
tratamento, com aposta em novos farmacos que atuem em novos alvos terapéuticos
e por mecanismos de agao diferentes. Ambiciona-se reduzir o tempo de tratamento
desta patologia e prevenir o aparecimento de estirpes resistentes. Recentemente,
novas moléculas demostraram possuir atividade anti-TB interessante, com o0 seu
alvo possivelmente na cadeia respiratoria do Mtb.

Este projeto tem como principal objetivo desenvolver compostos hibridos que
partilham uma estrutura comum, a pirroloquinolona (PYQ) (Figura 1.8.), que surgiu
do screening da biblioteca quimica do iMed.ULisboa contra a estirpe Mtb H37Rv.
Resultados anteriores mostraram que esta estrutura tinha atividade na ETC
mitocondrial do parasita da malaria e ha evidéncias que os inibidores do Cyt-bcc-aas
da malaria também podem ser ativos no componente equivalente do Mtb. [70-72]

O
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Figura 1.8. Expanséao da biblioteca de compostos pirroloquinolonas (PYQ).
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Para além disso, os compostos hibridos devem ter na sua constituicdo uma
estrutura (R) que pode ser metabolizada intracelularmente para libertar NO, atuando
no Cyt-bd, inibindo assim a sintese de ATP por atuacao nas duas oxidases do Mtb.
A estrutura selecionada € um grupo nitro-heteroaromatico, grupo este que sofre
facilmente biorreducéo por nitroredutases intracelulares do Mtb. [68,73] Assim,
pretende-se que estes compostos hibridos atuem na forma ativa e latente da
doenca.

Na Figura 1.9., encontra-se representado o modelo das moléculas hibridas

a desenvolver.

Alvo: Cyt-bcc-aaz — Linker — Libertagcdo de NO
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Os objetivos do trabalho consistem em:

e Sintetizar uma pequena biblioteca de compostos hibridos e caraterizar os
mesmo por técnicas de espetroscopia (*H-RMN, *C-RMN, Espetroscopia de
Massa);

e Avaliar in vitro os parametros fisico-quimicos e as propriedades ADME dos
compostos hibridos sintetizados, incluindo: estudos de solubilidade,
estabilidade (em tampao fosfato e plasma humano) e estudos metabdlicos
(microsomas de ratinho);

e Estudos in vitro para avaliar a atividade contra o Mycobacterium tuberculosis
e avaliar a citotoxicidade dos compostos sintetizados em células HEK.
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CAPITULO 2

SINTESE DOS COMPOSTOS
HIBRIDOS
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Este capitulo relata a sintese de um esqueleto base (PYQ) (Figura 2.1.) e
acoplamento com um farmacoforo contendo o grupo nitro para a construgao das
moléculas hibridas. O objetivo desta dissertacdo € sintetizar ligacGes estaveis R?
(ligacdo carbono-carbono e amida) e labeis (ligacdo éster e imina) na juncédo dos
dois farmacéforos (Figura 2.2.). Para isso, tentou-se duas vias sintéticas (A e B)

gue estéo representadas na Figura 2.1.

Via sintética A

NHz NH N—R?
\ _— > \ _— —_— N—R?2
N Reagio de N Alquilagio Oxidagio de

H H 1 N 5
. i Pictet Spengler Winterfeldt-Witkop H
Triptamina
‘ Alquilagao
O
N—Boc
N N—Boc > NH
N idaca N
H 2 Oxidagao de H 4

Winterfeldt-Witkop

Figura 2.1. Esquema geral para a sintese de PYQ (scaffold).

(0]

R2 N

H Ligagdes estaveis /‘kﬁf o
Ligagéo labil \
|
/ Ligacéo labil / | N
N
Acoplamentolamlda
OH NH,

(¢] NH, )_g
cl ° AMIDA I \
| NO, H 0 B 0
/ | NO '
) / 2 | NO, 0
Acoplamento/éster /
Acoplamento/imina
—_—
o B(OH), R. Suzuki-Miyaura | N
N
| N T " NO
2
N o]
H [~ \ |
CARBONO-CARBONO
N
NO, H

o o]

ESTER \

H

Z

IMINA

Figura 2.2. Esquema geral da sintese de derivados hibridos.
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2.1 SINTESE DE PIRROLOQUINOLONA (PYQ)

A primeira etapa para a sintese das moléculas hibridas é a sintese do
esqueleto base 4 (Figura 2.3.). A reacdo de condensacdo entre o reagente
triptamina e formaldeido, seguida de uma ciclizagdo intramolecular (reacéo de
Pictet-Spengler), da o alcaloide triptolina 1. De seguida, o azoto da piperidina do
composto 1 é protegido com o grupo tert-butiloxicarbonilo (Boc), permitindo a reagao
de oxidacdo de Winterfeldt-Witkop para originar o composto 4, obtido apés

desprotecdo do grupo protetor na presenca de acido trifluoro acético (TFA).

O
NH» N«
HCHO TEA, MeOH
A\ A\ N\ 5
N CH3COOH N BocZO
H H

N
H
Triptamina 2 n=875%.
n= 95.0%
KO,, 18-crown-6
DMF
(0]
DCM:TFA (1:1) O
(N — | N‘/<
N O
H
3
N = 94.6% n=82.8%

Figura 2.3. Via sintética para a sintese da molécula base 4.

A reacdo de Pictet-Spengler é um dos métodos sintéticos mais diretos,
eficientes e verséateis para a construcdo de farmacoforos privilegiados, como as
tetrahidroisoquinolinas, tetrahidro-B-carbolinas e estruturas poli-heterociclicas. O
mecanismo da reacdo (Figura 2.4.) comeca com a protonacdo do oxigénio
carbonilico pelo acido (i), seguido pelo ataque do reagente triptamina ao carbono
carbonilico. Forma-se entdo o ido iminio (i), por meio de uma transferéncia de
protdo e libertagcdo de uma molécula de agua. Este sofre uma adicéo eletrofilica na
posicdo 3 do indol, de acordo com a nucleofilia esperada dos indois, para formar
uma espiroindolenina. A espiroindolenina sofre um rearranjo rapido (migracéo do
melhor grupo de migragéo) formando o i&o carbono. A etapa final de desprotonagéo

origina 0 composto 1. [74,75]
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passo 6

Iz
P
T

Figura 2.4. Mecanismo da reacdo de Pictet-Spengler para originar o composto 1.

A reacdo entre o composto 1 e o reagente dicarbonato de di-terc-butilo
origina a molécula 2. A presenca de grupos atractores de eletrbes na posi¢ao 2 da
molécula triptolina 1 sdo necessarios para que ocorra a reacdo de oxidacdo de
Winterfeldt-Witkop, uma vez que favorecem a formacdo de intermediarios
cetolactama. [76] Assim, € possivel oxidar a molécula 2 através da reagdo de
Winterfeldt-Witkop (Figura 2.5.) obtendo-se o composto 3. A oxidacdo de
Winterfeldt-Witkop apresenta uma limitag&o pois as condi¢des NaH/O2ou t-BuOK/O2
nao funcionam bem para substratos com grupos funcionais sensiveis a bases fortes.
Um método mais suave e eficiente para a sintese de PYQ consiste na utilizagcao de
superéxido de potassio (KO:2), um reagente alternativo para a oxidagdo de
Winterfeldt-Witkop. [77,78] O KOz é conhecido como um nucledfilo de oxigénio
sinteticamente atil. A oxidacdo com KO:2 de indbis a derivados de quinolona é
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realizada na presenca de um reagente de transferéncia de fase, como por exemplo

0 18-crown-6, para facilitar a solubilidade de KOz em solventes apréticos e funcionar

como um ligando para os catifes de potassio, usando os seis atomos de oxigénio

como &tomos doadores. Assim, permite criar a espécie reativa, o aniao superoxido,

0,".[77,79]

H

N CoH

N—Boc

JR—

Figura 2.5. Mecanismo da oxidagdo de Winterfeldt-Witkop.

N—Boc + H,0

Para melhorar o rendimento inicial (= 21%) do composto 3, testaram-se

diferentes solventes, quantidades de solvente e tempo de reagdo. Na Tabela 2.1.,

descrevem-se as observacgoes e os rendimentos obtidos.

Tabela 2.1. Diferentes condi¢cdes utilizadas na reacdo de oxidacdo de Winterfeldt-Witkop.

Solvente ModificagGes/observacdes Rendimento (%)
20 h 20.8
DMF 4h - precipitacéo, > escala -
20 h, precipitacao 31.2
THF 20 h, + precipitacéo, + solvente 25.3
DMF 20 h, + solvente 62.1
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De um modo geral, verificou-se que o aumento do tempo de reagdo e a
adicdo de mais solvente ao longo da reacao traduz-se num aumento do rendimento.
Para a extragcdo do composto, inicialmente, utilizou-se a técnica extracao liquido-
liguido, usando como sistema bifasico AcOEt/agua, resultando num rendimento na
ordem dos 60%. O processo de lavagem com uma solugdo saturada de NaCl
promove a precipitagdo do composto, resultando num aumento do rendimento
(82.8%).

O ultimo passo ¢é a desprote¢cdo do grupo Boc, em condi¢gBes acidicas, para
originar a molécula base 4 e, desta forma, permitir a introducao dos linkers no azoto
do anel pirrolidina, para posterior acoplamento com os farmaco6foros que contém o
grupo nitro.

2.2 SINTESE DE HIBRIDOS ANTI-TB

Inicialmente, para a sintese dos compostos hibridos alvo, aplicou-se a via
sintética A (Figura 2.1.) que consiste na introducéo dos linkers na molécula triptolina
1 por meio de umareacgado Sn2, seguida da oxidagcdo da molécula através da reacéo
de Winterfeldt-Witkop e finalmente no acoplamento do farmacéforo que contém o
grupo nitro. Através desta via tentou-se incorporar o linker o, a’-dibromo-p-xileno,
para permitir sintetizar a ligagdo amina e imina, no entanto ndo se conseguiu obter
0 composto puro 2’a (Figura 2.6.). Desta forma, a via sintética B (Figura 2.1.) foi
racionalizada, trocando a ordem de introducdo do linker com a oxidacdo de
Winterfeldt-Witkop. Tentou-se introduzir o linker a,a’-dibromo-p-xileno na molécula
PYQ por meio de umareagdo Sn2, no entanto ndo se obteve o composto pretendido.

Dado o insucesso do linker anterior, optou-se por testar a introducéo do linker
acido 4-bromometilfenilborénico que permite formar a ligacdo carbono-carbono.
Através da via sintética A, conseguiu-se incorporar o linker &cido 4-
bromometilfenilborénico 2’b (Figura 2.6.). No entanto, esta via falhou no passo de

oxidacao de Winterfeldt-Witkop pois degradou o composto.

S, Gy

B(OH),

Figura 2.6. Moléculas 2’a e 2’b com os linkers para permitir a reagdo de oxidacéo de
Winterfeldt-Witkop.
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Face a esta adversidade, tentou-se incorporar pela via sintética B o linker
acido 4-bromometilfenilborénico na molécula jA oxidada (PYQ) e obteve-se o
produto pretendido 5a (Figura 2.7.). Posto isto, foi possivel perceber que para a
sintese destes compostos, o passo de oxidacdo de Winterfeldt-Witkop deve
anteceder o passo de introducao do linker. Esta estratégia foi também usada para
introduzir o linker 4-(bromometil)fenil)metanol 5b (Figura 2.7.), que permite formar
a ligacéo éster.

0 o}
N N
H H
B(OH),

5b
OH

Figura 2.7. Moléculas 5a e 5b com os linkers para permitir o acoplamento com os
farmacoforos contendo o grupo nitro.

Os compostos hibridos obtidos no seguimento deste projeto contém na sua
estrutura umaligagéo carbono-carbono (6a) e umaligagédo éster (6b) na jungdo dos
dois farmacoforos. A ligacdo carbono-carbono resulta do acoplamento entre um
acido borénico e um haleto primério (Figura 2.8. a) e a ligagdo éster resulta do

acoplamento entre um alcool e um cloreto de acilo (Figura 2.8. b).

3 mol% PdCly(PPhs),,

Acido borénico Haleto primario 5 mol% X-Phos, Carbono-carbono
4M K,CO3,
0.1M TBAB
(0]
(a) /—©78(OH)2 + B \ NO,
PYQ // Dioxano PYQ ) o
5a 6a Z N0,
n=255%
Alcool Cloreto de acilo Ester
o) N0
TEA \
(b) /_©_\ MU T /_©_\ °
PYQ OH / PYQ o)
5b 6b °
n = 99.8%.

O objetivo do projeto inclui a sintese de compostos hibridos com ligagcéo imina

e amina, no entanto, a obtencdo destes compostos estava dependente da
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incorporacéo do linker «o,a’-dibromo-p-xileno, na qual ndo se teve sucesso. A
estratégia para alcancar o composto hibrido contendo a ligac&o imina na jun¢éo dos
dois farmacaoforos resumia-se a utilizar o método de preparacéo de iminas a partir de
aldeidos e brometos na presenca de amonia aquosa. [80] Para preparar o composto
hibrido com a ligagédo amida, o método adotado seria a preparacao de amidas a partir
de cloretos de acilo e aminas, sendo que a amina seria preparada a partir da

substituicdo do atomo de bromo pelo grupo NHa.

2.2.1 Acoplamento com formacdo de ligacdo carbono-carbono

Nas ultimas décadas, os metais de transicdo revelaram a capacidade de
catalisar a formacdao de ligagdes simples C-C e, entre elas, as reag0es catalisadas
por paladio tornaram-se bastante eficientes em quimica orgénica. Entre as
diferentes reacfes de cross-coupling catalisadas por metais, a reacdo de
acoplamento Suzuki-Miyaura transformou-se rapidamente num dos processos mais
eficientes para a construcéo de ligacbes C-C, devido a sua elevada versatilidade,
eficiéncia e ndo toxicidade. Esta reagcédo resume-se ao acoplamento entre um haleto
de arilo como eletrofilo e um composto organoboro como nucledfilo. [81,82]

Este foi o método usado para obtencdo da ligacdo carbono-carbono no
composto hibrido 6a. O ciclo catalitico da reagédo de cross-coupling catalisado por
paladio, encontra-se descrito na Figura 2.9. Este ciclo catalitico inicia-se com a
adicdo oxidativa do composto 2-(bromometilo)-5-nitrofurano (7) a espécie
cataliticamente ativa, Pd°(PPhs)2 que é gerada in situ a partir da reducéo da espécie
PdClz(PPhs)2. Apés a adicdo oxidativa, ocorre a transmetalagdo de uma espécie
organometdlica para gerar um intermediario de Pd". Por fim, ocorre a eliminacao
redutiva para formar a ligagdo C-C com regeneracdo da espécie de Pd° para
completar o ciclo catalitico. A reac&o ocorre na presenca de uma base aquosa para
permitir que os arilboronatos sofram transmetalagéo. [82]
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PdCl,(PPh3),
(@)
Lﬁ
d(PPhs),
PPh3

Ph3P—Pd
/ No2
N / PPh3
o
HO——B(OH)
PPh;
K2COs
PhsP—Pd—OH
/—Q*B(OH)Z K,CO. /—Q— B(OH)s
PYQ _
5a
I/

NO,

Figura 2.9. Ciclo catalitico da reacdo de Suzuki-Miyaura para formar o composto hibrido 6a.

Para obter o composto 6a, foi necessario sintetizar o composto 7 (Figura
2.10.). Para isso, partiu-se do reagente 5-nitro-2-furaldeido, que através de
condi¢cdes de reducéo (borohidreto de sodio (NaBHa4)), deu origem ao composto (5-
nitrofuran-2-iljmetanol com um rendimento de 63.3%. O composto 7 foi obtido pela
conversao do alcool primario num brometo primario, através do reagente tribrometo

de fésforo, com um rendimento 78.0%.

m NaBH4 . ° oH PBrs O2N o) Br
| - |
% DCM %
5-nitro-2-furaldeido (5-nitrofuran-2-il)metanol 7
n=63.3% n=78.0%
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Embora tenham sido feitas varias tentativas de purificagdo do composto 6a,
ndo se alcangcou uma amostra totalmente pura. O composto hibrido 6a foi obtido

com um rendimento 25.5%. Este baixo rendimento pode ser explicado pelo facto de
areacdo nao ser completa.

2.2.2 Acoplamento com formacado de ligacdo éster

Para obter a ligagao éster recorreu-se a reacdo entre um alcool e um cloreto
de acido. A sintese do éster foi entdo obtida pela combina¢ao do &lcool primario com
0 reagente cloreto de 5-nitro-2-furoil na presenca de trietilamina (TEA) (Figura
2.11.), através de um mecanismo de Sn2. A TEA é usada como uma base para
neutralizar o acido cloridrico (HCI) que se forma.

ﬁQj \/)tf ﬁQjo

cloreto de 5-nitro-2-furoil

A

TEA

\ C 0
T+
S PYQ o © NO
6b \ / 2

Figura 2.11. Esquema para a reagdo de esterificacdo para formar o composto hibrido 6b.

Para a sintese do composto 6b obteve-se um rendimento ideal de 99.8%. O
elevado rendimento para esta sintese pode ser explicado pela alta reatividade do
cloreto de acilo e pelo processo de obtencdo do composto (método de precipitacao)
sem passos de purificagao.

2.3 CARATERIZACAO ESTRUTURAL

A caracterizacdo dos compostos sintetizados foi realizada por espetroscopia
de ressonancia magnética nuclear de 'H e *C e espetroscopia de ESI-MS. Neste
capitulo, é relatado um resumo das principais caracteristicas estruturais destes
compostos. Os espetros registados sao apresentados na secao Apéndices.
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2.3.1 Espetroscopia de RMN

A espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica
atil na identificacdo de compostos. Para os compostos foram registados os espetros
de *H-RMN, ¥C-RMN, COSY, HMQC, HMBC.

Na Tabela 2.2. estdo representadas as atribuicfes espetroscopicas de *H-
RMN dos compostos 1-6. A caracterizagdo total do composto 1 permitiu fazer a
atribuicdo correta dos protdes dos compostos 2-4. Nos espetros de *H-RMN, os
compostos 1-4 sdo identificados através dos sinais dos protbes aromaticos e dos
grupos metileno na zona alifatica. Relativamente aos compostos 5a-b e 6a-b, séo
identificados principalmente pelos sinais dos protées dos sistemas aromaticos e pela
presenca dos protdes do grupo CHoa.

O composto 1 foi identificado principalmente pela presengca do singleto
correspondente aos protdes do grupo CH:z (3.85 ppm) que resultou da ciclizacdo
intramolecular. Analisando os espetros dos compostos 1 e 2 pode verificar-se que a
Zzona aromatica apresenta 0s mesmos sinais e desvios quimicos para os protées, no
entanto, na zona alifatica observa-se um desvio, para campo mais baixo, dos sinais
correspondentes aos grupos CH: (¢’ e d) do composto 2 que se encontram mais
proximos do grupo Boc (1.44 ppm). Isto deve-se ao efeito anisotropico combinado
com o efeito indutivo do oxigénio, causando desblindagem nos protées adjacentes.

Na reacdo de oxidac&o, parte-se de uma estrutura com trés anéis fundidos
de seis-cinco-seis membros que origina uma estrutura com trés anéis fundidos de
seis-seis-cinco membros. O composto 3 apresenta dois sinais correspondentes aos
protdes dos grupos CH2 (4.39-4.35 e 4.66-4.64 ppm), como resultado da oxidag&o.

Areacdao de desprotecdo foi realizada com sucesso e 0 espetro do composto
4 esta de acordo com a estrutura pretendida. E possivel observar a presenca de um
sinal (9.63 ppm) com integracdo de dois protbes, que corresponde ao protao ligado
a cada azoto da molécula.

E importante destacar que as multiplicidades dos sinais dos CH: s&o
diferentes no composto 3 e 4, dois multipletos e dois singletos, respetivamente.
Usando a regra n + 1 para prever quantos sinais se espera do acoplamento spin-
spin de cada CHz, em que n é o numero de protbes vizinhos (equivalentes),
observar-se-ia no espetro de *H-RMN um singleto (0+1=1). Estas diferencas nas
multiplicidades dos sinais CHz podem ser explicadas pela influéncia do grupo Boc
no composto 3, resultando em desdobramentos diferentes.

O espectro de H-RMN do composto 5a permitiu identificar a estrutura

desejada. A zona aromatica apresenta seis sinais que correspondem aos oito
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protbes aromaticos e na zona alifatica observa-se trés sinais que correspondem aos
protdes dos trés grupos metileno. A presenca do acido boronico ligado ao anel
aromatico provoca blindagem nos protdes dos grupos metileno da PYQ.

O espectro de H-RMN do composto 5b estd de acordo com a estrutura
pretendida. A zona aromética apresenta quatro sinais que correspondem aos oito
protdes arométicos e na zona alifatica observa-se quatro sinais que correspondem
aos protdes dos quatro grupos metileno e ainda um sinal que corresponde ao protdo
ligado ao oxigénio.

A introdugéo do farmacdéforo contendo o grupo nitro nas moléculas 5a e 5b
que originou os compostos hibridos 6a e 6b, foi comprovada pela observagao no
espetro de *H-RMN de mais dois protbes na zona aromatica que correspondem aos
protdes ligados ao furano. No espectro do composto 6a os protdes do furano
aparecem a 6.87 e 6.32 ppm. A observacéao do sinal correspondente ao CH: (2.44
ppm) que resulta da reacdo de Suzuki-Miyaura foi também importante para
identificar o composto. No caso do espectro do composto 6b, os protdes ligados ao
furano aparecem entre 7.39-7.29 ppm. Neste espetro, um dos grupos CH: esta
sobreposto com o sinal H20 que esta presente no solvente DMSO deuterado.
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Tabela 2.2. Atribuicédo espetroscépica de IH-RMN dos compostos sintetizados 1-6.

a

Composto P

7.34 (d, 1H),
7.25 (d, 1H),
7.01-6.96 (td,1H),
6.94-6.89 (td, 1H)
7.38 (d, 1H),
7.29 (d, 1H),),
7.06-7.01 (td, 1H),
6.98-6.93 (td, 1H)
8.12 (d, 1H),
7.67-7.62(m, 1H),
7.53-7.49 (m, 1H),
7.35-7.30 (M, 1H)
8.15-8.12(dd, 1H),
7.73-7.68 (m, TH),
7.59 (d, 1H),
7.41-7.36 (m, 1H)
8.10 (d, 1H),
7.78 (d, 2H),
7.64-7.58 (m, TH),
5a 7.50-7.46 (M, 1H),

7.35 (d, 2H),
7.30 (t, 1H) 2*
7.92 (d, 1H)
7.63-7.57 (m, 3H)
S 7.42 (d, 1H)
7.30-7.25(m, 3H) 3*
7.37-7.33(m, 2H),
7.30-7.28 (m, 1H),
6a 7.24-7.23(m, 2H),
6.69-6.66 (m, 2H),
6.26 (d, 1H) 4*
7.93-7.91(m, 1H),
7.80 (d, 1H),
7.68-7.63 (m, 2H),
e 7.59-7.58 (m, 1H),
7.51 (d, 2H),
7.02-6.99 (M, 1H) 6*

b
NH

10.67
(s,1H)

10.81
(s,1H)

12.13
(s,1H)

9.63
(s, 2H) 1*

12.01
(s,1H)

12.11
(s,1H)

C

CH:

2.58
(t.2H)

2.68
(t, 2H)

4.39-4.35
(m, 2H)

4.37
(s, 2H)

3.75
(s,2H)

4.35
(d, 2H)

1.57
(s,4H)5*

4.84-4.73
(m, 4H) 7*

cs

CH:

2.96
(t,2H)

3.67
(t, 2H)

d
CH:2

3.84
(brs, 2H)

4.56
(s, 2H)

4.66-4.64
(m, 2H)

4.62
(s, 2H)

3.90
(s,2H)

4.87
(d, 2H)

NH

6a: X= CH2
6b: X=CH,OCO

o (e
b NO,

e’ f g h hv i
C(CHa)s CH> Ar CH, OH CH=CH
1.44 ) ] ) _ _
(s, 9H)
1.47 ) ) ] _ _
(s,9H)
i 3.97 . ) ) _
(s,2H) 2
. (53 ‘Z’ﬁ) 3* 519 (s,2H) = 4.92(s,1H) -
- (s3 '%3) * 244 ) 6.87 (d, 1H),
’ N (s, 2H) 6.32 (d, 1H)
- (c%?r?geglonsg & 5.34 . 7.39-7.29
daH,0) (s, 2H) (m, 2H)
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2.3.2 Espetrometria de massa ESI

Os compostos foram analisados por espetroscopia de massa no modo de i&o
positivo e alguns aductos e fragmentos foram identificados, auxiliando a correta
caracterizagao dos compostos. Na Tabela 2.3., estdo representados os valores m/z
de alguns aductos e fragmentos dos compostos sintetizados.
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Tabela 2.3. Aductos e fragmentos identificados por ESI*-MS e os seus valores m/z. A percentagem de abundancia relativa é fornecida entre parénteses.

Composto

B(OH),

o] OH
+ AN
[M+H*] 2M+H 2M+Na M+2H+Na M+H+K M+H+2Na @\):,ENH CKNJSNH
H H
(a) (b)

173
(100)

273
(60)

287
(100)

187
(100)

321
(100)

345

545
(10)

573
(6)

374
(75)

214
(10)

567
(12)

595

106 (43)

185 (100)

185 (32)

187 (100)

187 (100)

187 (30)

o}
N
| NH
N
H

(c)

2,
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o
dt)N
N
OH

(70)
5b
L
N 403
/‘ (100)
07 “no,
6a
@fﬁj“kz
6b
N
) 355
N (100)
2’a

709
®)

110 (39)

142 (89)

173
(10)

- 149 (55)

185 (17)

185 (21)

307 (70)

307 (78)
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A andlise do modo ido positivo ESI-MS permitiu a identificacao de aductos e
fragmentos moleculares nos compostos sintetizados. A presencga do pico [M+H]* foi
importante para confirmar o peso molecular dos compostos sintetizados.

No composto 6b ndo se detetou a presenca do pico [M+H]*, apenas
aparecem os fragmentos (a) e (c) do composto. O fragmento (a) ocorre em quatro
dos seis compostos que apresentam a estrutura base 4, sendo este o principal
fragmento destes compostos. Observou-se ainda a presenca do fragmento (b) em
trés dos seis compostos. Este fragmento € o mais estavel (abundancia de 100), isto
pode ser explicado pela presenca de dois anéis arométicos na sua estrutura.
Também foi possivel identificar, para alguns compostos, aductos com sédio e
potassio. Para os compostos 1, 2 e 3 detetou-se o pico 2M+Na, o pico M+H+2Na foi
detetado nos compostos 2 e 6a, enquanto nos compostos 5b e 6a identificou-se a
presenca do pico M+2H+Na. Apenas para o composto 5b, foi observado um aducto
com o potassio correspondente a M+H+K. O composto 2’a foi identificado pela

presenca do pico [M+H]*.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DAS
PROPRIEDADES

FISICO-QUIMICAS E ADME
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Absorvancia (Abs)

3.1 ESTABILIDADE EM CONDICOES FISIOLOGICAS

A estabilidade quimica e enzimatica dos compostos hibridos foi avaliada em
condi¢des fisiolégicas na presenca de PBS (0.01 M, pH 7.4) durante 96 horas (h),
em plasma humano diluido a 80% (v/v) durante 48 h e microsomas de figado de
ratos durante 0.5 h. Os ensaios de estabilidade foram monitorizados por HPLC.

Inicialmente, para estabelecer o comprimento de onda adequado (Amax) para
a analise por HPLC, registaram-se os espetros de UV-Vis (Figura 3.1.) de cada
composto em acetonitrilo (ACN).

Composto 6a Composto 6b

Absorvéancia (Abs)

Amax = 322 nm

0,000
2500 0.0 300 4000 2000

2500 0.0

Comprimento de onda (nm) Comprimentode onda (nm)

3.1.1 Estabilidade em solucédo salina tamponada com fosfato

Os ensaios de estabilidade em tampao isotonico (PBS) (0.01 M, pH=7.4) a
37 °C, sdo fundamentais para avaliar a estabilidade quimica dos compostos hibridos
em condi¢des fisiologicas. Para tal acompanhou-se a diminuigdo da concentragéo
de cada composto ao longo do tempo.

Esta solucdo tampdao é constituida por uma solucdo salina a base de agua
com fosfato de sodio (NazHPOa), cloreto de sodio (NaCl) e, em determinadas
formulagdes, cloreto de potassio (KCl) e fosfato de potassio (KH2POa4). [83] E um

tampd&o isoténico e ndo tdxico que mimetiza a osmolaridade e as concentracdes de
ides do corpo humano. [84,85]
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As constantes de pseudo primeira ordem (Kobs) foram obtidas com base na

equacao (1).

In(4) =1In(4g) —kops X t Q)

A — concentragdo do composto no tempo t; Ao —concentragdo do composto no tempo zero;
t— tempo

Os valores de tempo de semi-vida (ti2), correspondentes ao tempo
necessario para que a concentracao de uma substancia se reduza a metade do seu

valor inicial, foram calculados através da equacéao (2).

In(2)

kobs

(2)

t1/2=
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Figura 3.2. Estabilidade em PBS do composto 6a.
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Observando o grafico da Figura 3.2., é possivel constatar que durante as 96
h de ensaio, o0 composto 6a mantém a area praticamente constante. Isto significa
gue o composto é estavel em PBS. Porém para o composto 6b, o grafico da Figura
3.3. permite ver uma diminuicdo na area do composto ao longo do tempo.

Os valores de kobs € t12 para 0 composto 6b sé&o apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Resultados do estudo da degradagcéo dos compostos em PBS.

Composto Kops (h1) tiz ()
6a estavel estavel
6b 0.0098 70.73

3.1.2 Estabilidade em plasma humano

O plasma contém um elevado numero de enzimas hidroliticas e por isso
varios grupos funcionais presentes nos farmacos, como ésteres, amidas,
carbamatos, lactamas e lactonas, podem sofrer degradacao plasmatica. [86] No
caso de ocorrer hidrélise no plasma, a eficacia do farmaco pode ser comprometida,
ou porque as concentracdes eficazes podem nao ser atingidas in vivo ou 0 composto
ser incapaz de atingir o alvo. Deste modo, é importante avaliar a estabilidade dos
compostos hibridos na presenca de enzimas plasmaticas. Para isso, 0s ensaios
foram realizados a 37 °C em plasma humano diluido a 80% (v/v) com PBS (0.01 M,
pH 7.4).
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Figura 3.5. Estabilidade em plasma humano do composto 6b.

Como pode ser visto no grafico (Figura 3.4.), o0 composto 6a ndo é estavel
no plasma humano. Relativamente ao composto 6b (Figura 3.5.), € estavel no
plasma humano. No decorrer das 48 h observou-se um aumento no valor da area
ao longo do tempo que pode ser explicado pela ligacdo do composto a albumina
presente no plasma. [87]

Os valores de kobs € t12 para 0 composto 6a sdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Resultados do estudo da degradacdo dos compostos em plasma humano.

Composto Kobs (h™) tuz (h)
6a 0.1152 6.02
6b estavel estavel
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O composto 6b (ligacdo éster) mostrou ser estavel em plasma humano,
provavelmente como consequéncia de potencial ligacdo as proteinas plasmaéticas,
enquanto o composto 6a (ligacdo carbono-carbono) apresenta um tempo de semi-
vida de cercade 6 h.

3.1.3 Estabilidade em microsomas de figado de rato

Avaliou-se a estabilidade dos compostos hibridos em microsomas de figado
de rato. Com base nos resultados obtidos, é possivel prever a degradacdo dos
compostos hibridos no principal local de metabolizagdo — o figado.

No decorrer do estudo, verificou-se uma diminuicdo na area dos picos dos
compostos hibridos estudados, indicando que ambos sofrem metabolizacdo na
presenca dos microsomas. Os valores de kobs, t2 estimados e a percentagem
remanescente ao fim de 0.5h para os compostos 6a e 6b encontram-se

apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Estudo de degradac&o dos compostos em microsomas de figado de rato.

Composto tio (D) % Remanescente

6a 0.59 58
6b 1.47 83

O composto 6a apresenta um tempo de semi-vida estimado de cerca de 0.59
h, enquanto o composto 6b apresenta um tempo de semi-vida estimado de cercade
1.47 h. A percentagem remanescente do composto 6a e 6b ao fim de 0.5 h é 58 e
83, respetivamente.

3.2 ENSAIOS DE SOLUBILIDADE

A solubilidade desempenha um papel importante quer na descoberta quer
no desenvolvimento dos farmacos, pois farmacos com baixa solubilidade estéo
associados a problemas de biodisponibilidade. [88] A solubilidade cinética dos
compostos foi determinada adicionando uma solu¢éo do composto em DMSO a um
determinado volume de PBS. Esta mistura foi incubada a 37 °C durante 2 h.
Seguidamente foi centrifugada a 3500 rpm durante 25 min e o sobrenadante foi
analisado por HPLC. [89]
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Para quantificar o composto sollvel na fase aquosa, tragou-se uma curva
de calibracdo utilizando solu¢cbes de cada composto estudado com diferentes
concentragdes (10, 100 e 220 uM). Na Figura 3.6. esta representada a curvaobtida
para 0 composto 6a.

Curva de calibracéo

9,00E+06
8,00E+06
7,00E+06
5’ 6,00E+06
E 5,00E+06

x 4,00E+06 . y = 35548x - 46687
5 3,00E+06 RZ=0,9999
2,00E+06
1,00E+06
0,00e+00 @

0 50 100 150 200 250
Conc (uM)

Figura 3.6. Curva de calibragéo referente ao composto 6a.

Os valores da solubilidade cinética obtidos para os compostos hibridos 6a e

6b e os valores do coeficiente de particdo, log P, estdo representados na Tabela
3.4.

Tabela 3.4. Valores obtidos para a solubilidade cinética (a 37 °C) e log P dos compostos

hibridos 6a e 6b.
o
@ﬁﬁ
N
H
X

NO,

O
I

Composto Solubilidade (pM) log P2
6a CH: 225 3.18
6b CH20CO 115 2.64

& — calculado a partir do programa Molinspiration. [90]
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CAPITULO 4

AVALIACAO BIOLOGICA
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4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos compostos 5a-b e 6a-b foi
realizada através da determinacdo da concentracdo minima inibitéria para cada
composto por microdiluicdo em meio liquido. Os compostos 5a-b sdo utilizados
como analogos contendo apenas um farmacoéforo para verificar a validade da
utilizacdo dos compostos hibridos 6a-b. A atividade dos compostos foi avaliada para
as seguintes bactérias: Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichiacoli (E. coli),
Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis) e Mycobacterium tuberculosis (Mtb).

Os ensaios foram realizados em colaboragédo com o Dr. Jodo Perdigdo do

Laboratorio de Patogendmica e Resisténcia Bacteriana na FFUL.

4.1.1 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

Os testes de microdiluicdo em meio liquido foram realizados de acordo com
as orientagdes do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), de modo a determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI), ou seja,
a menor concentracdo de composto responsavel por inibir o crescimento visivel de
uma determinada bactéria. [91,92]

Nos testes de diluicdo, os compostos sdo avaliados quanto a sua capacidade
de inibir o crescimento dos microorganismos em placas de agar (diluicdo de agar)
ou em caldo (diluicdo de caldo) contendo diluicdes do agente antimicrobiano. A
menor concentracdo do agente que, sob condicdes in vitro definidas, evita o
aparecimento de crescimento visivel de um microorganismo num periodo de tempo
definido, é conhecido como a CMI. [93]

Para determinar a CMI via diluicdo em caldo, inoculam-se concentragdes
progressivamente mais baixas de cada composto (razdo de diluicdo 1:2) em placas
de pogos contendo quantidades idénticas de bactérias.

As leituras para a determinagéo da CMI no caso de S. aureus e E. coli foram
realizadas ao fim de 18 h de incubagcdo. O composto 6a mostrou atividade
antibacteriana contra estas duas espécies bacterianas com um valor de CMI de
19.93 uM e de 159.43 uM para S. aureus e E. coli, respetivamente. Os compostos
5a, 5b e 6b nao inibiram o crescimento das bactérias S. aureus e E. coli, pelo que
os valores de CMI foram >199.90 uM, >209.05 uM e >143.68 UM, respetivamente.

O M. smegmatis € uma bactéria de crescimento mais lento em comparagéo
com as anteriores e, por esse motivo, as leituras foram efetuadas apds 48 h de

incubacg&o. O composto 6a apresentou um valor de CMI de 9.96 pM, enquanto os
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compostos 5b e 6b apresentam um valor de CMI de 209.05 pM e 143.68 puM,
respetivamente. Ja o composto 5a apresentou um valor de CMI>199.90 uM.

Quanto a atividade dos compostos no Mtb, destaca-se o composto 6a com
uma CMI de 1.25 uM. Os restantes sdo menos eficazes contra o Mtb, pois a CMI
para o 5a e 5b € >199.90 uM e >209.05 pM, respetivamente, e para o 6b € 143.68
HM. Avaliou-se ainda a atividade antimicobacteriana de uma molécula (Figura 4.1.)
gue serviu como controlo negativo. A CMI para esta molécula é de 186.92 uM.

Iz

Figura 4.1. Estrutura do controlo negativo.
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Tabela 4.1. Valores de CMIs, em uM, para os compostos 5a-b e 6a-b e controlo negativo.

CMI (uM)
Composto . .
S. aureus E. coli M. smegmatis Mtb
[0}
CLI
N b >199.90 >199.90 >199.90 >199.90
B(OH),
5a
[e]
LD
N ?:z >209.05 >209.05 209.05 >209.05
OH
5b
[e]
CLID
b
19.93 159.43 9.96 1.25
7]
07 “No,
6a
o
LD
N
>143.68 >143.68 143.68 143.68
Jadit
o o} NO,
6b
[e]
CLD
N
- - - 186.92
(b
Controlo negativo

Comparando o valor de CMI do composto 5a (CMI >199.90 uM), que ndo
apresenta na sua estrutura o farmacoforo que contém o grupo nitro, com o valor
referente ao composto hibrido 6a (CMI 1.25 uM), é possivel concluir que a presenca
deste grupo é fundamental para eliminar o Mtb. Da mesma forma, comparando o
valor de CMI do composto 5b (CMI >209.05 uM) com o valor do composto hibrido
6b (CMI 143.68 uM), é de notar que o do farmacéforo contendo o grupo nitro tem
uma influéncia positiva nas atividades dos compostos contra o microorganismo. Isto,
pode ainda ser comprovado pelo valor de CMI do controlo negativo (186.92 uM),

pois a inexisténcia do grupo nitro nesta molécula faz com que o valor de CMI seja
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muito maior em comparac¢&o com o valor de CMI do composto 6a. O composto 6a
demonstrou ser o mais eficaz contra 0 Mtb, pois apresenta um menor valor de CMI
(1.25 pM), ou seja, é necessaria uma menor concentragao para inibir o crescimento
das bactérias. Assim, embora ndo se saiba 0 mecanismo de acao, conclui-se que a
presenca do grupo nitro levou a um aumento da atividade dos compostos contra o
Mtb. [67,69]

4.2 ENSAIOS EM CELULAS HEK

A citotoxicidade dos compostos 5b e 6a-b foi avaliada em células HEK.
Estes ensaios foram realizados pela Professora Dr2. Margarida Madureira do
grupo de Quimica de Produtos Naturais, iMed.ULisboa, FFUL.

4.2.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular das células HEK foi avaliada apos 48 horas de
incubagdo com os compostos 5b e 6a-b, através de um ensaio MTT. [94,95]
Os resultados obtidos foram expressos em percentagem e Sdo

apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Viabilidade celular, em percentagem, para os compostos 5b e 6a-b.

Composto

Viabilidade celular (%)

0opM  20puM 25 M 50 uM
o)
CL
; Q - 100 - 100
OH
5b
o
CL
N
A 69 - 16 -
/]
0™ “no,
6a
o)
CLD
N
- 100 - 100
(o)
.
o o NO,
6b
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E

PERSPETIVAS
FUTURAS
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Os atuais regimes de tratamento da TB séo insatisfatérios devido a alta
toxicidade, longa duracdo e baixa eficacia principalmente para a DR-TB (taxa de
cura entre 60-70% para MDR-TB e entre 40-50% para XDR-TB), pelo que se torna
urgente o desenvolvimento de novos farmacos com novos mecanismos de acao e
gue reduzam a duragéo do tratamento tanto da DS-TB como da DR-TB. [7,52]

Este trabalho relata a sintese, avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e
ADME, avaliacdo da atividade antimicrobiana e avaliagdo da citotoxicidade em
células HEK dos compostos sintetizados. Os compostos hibridos, desenvolvidos
com intuito de atuar em dois alvos distintos da cadeia respiratéria do Mtb, foram
obtidos através de uma via sintética de 6 passos, com rendimentos entre 25.5 e
99.8%. Os intermédios e os compostos hibridos foram caracterizados por técnicas
de RMN e espetroscopia de ESI-MS.

A estabilidade dos compostos hibridos em condi¢des fisiologicas tais como
PBS (pH 7.4), plasma humano e microsomas de figado de rato foi avaliada por
HPLC. Os compostos hibridos 6a e 6b sdo estaveis em PBS. O composto 6b
(ligac&o éster) mostrou ser mais estavel em plasma humano e em microsomas de
figado de rato que o composto 6a (ligagéo carbono-carbono).

Embora ndo se saiba o mecanismo de acdo, a avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos compostos 5a-b e 6a-b, permitiu verificar que a presenca do
farmacoforo contendo o grupo nitro origina um aumento na atividade dos compostos
contra 0 agente patogénico Mth. O composto 6a demonstrou ser o mais eficaz contra
0 Mtb, com um valor de CMI igual a 1.25 pM. Estes resultados encorajadores
demostram que os compostos hibridos s@o excelentes candidatos anti-TB.

Futuramente, devera ser ampliada a biblioteca de compostos procedendo a
variacbes estruturais que permitam realizar um estudo da relacdo estrutura-
atividade.
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6.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes e solventes usados ao longo do projeto foram adquiridos
na Alfa Aesar, Fischer Chemical, Fluorochem, Merck, Sigma Aldrich e TCI.

Para a andlise de RMN, foram preparadas amostras em solventes
deuterados, como CDCls e DMSO, adquiridos na Sigma-Aldrich.

6.2 EQUIPAMENTO

Os espetros de RMN (mono e bidimensionais) foram registados num
espectrometro Buker Ultra-Shield 300 MHz. Os desvios quimicos (8) sao
apresentados em partes por milhdo (ppm) em relagéo ao tetrametilsilano (TMS)
como padrao interno e as constantes de acoplamento (J) sdo expressas em Hertz
(Hz). As multiplicidades dos picos sédo identificadas como: singleto (s), singleto largo
(brs), dupleto (d), dupleto de dupletos (dd), tripleto (t), tripleto de dupletos (td) e
multipleto (m).

A andlise dos espetros de massa foi realizada pela técnica de lonizagao por
Electrospray, através de um espectrometro Micromass Quattro Micro API
(Micromass Quattromicro® API Spectrometer, da Watters® Alliance 2695 HPLC
Module).

Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram determinados usando
um Kofler Bock-Monoscop <M>.

Os espetros de UV foram registados num aparelho SHIMADZU UV-1603 e
no espetrofotometro UV UV-1280. Para aquisicdo de dados foi usado o software UV-
1601PC e para processamento de dados foi utilizado o UVProbe 2.43.

Os estudos de HPLC foram realizados num sistema Elite LaChrom (VWR
Hitachi), composto por uma bomba L-2130, um detetor UV L-2400, uma coluna
Lichrospher® 100 RP-18 (5 um) e um injetor de amostra manual Rheodyne®, com
um loop de 20 L. Foi utilizada uma seringa de 100 microlitros Hamilton® para injetar
as amostras. Para aquisicdo de dados e processamento foi usado um software
EZCHROM ELITE.

Foram utilizados outros equipamentos, incluindo banho ultrassonico
(Bandelin Sonorex TK52), banho termostético (Lab Companion BS-06), vortex
(Heidolph), luz UV com comprimentos de onda de 254 e 366 nm (CAMAG),

agitadores magnéticos (Velp Scientifica e IKA-Combimag RCT), balancas analiticas
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(Mettler Toledo AG135 e Ohaus Adventurer Pro), uma centrifuga (Eppendorf 5430)

e evaporadores rotativos (VWR).

6.3 CROMATOGRAFIA

A utilizacdo datécnica de cromatografiaem camada fina (TLC) foi necesséria
para monitorizar as reacdes. Usaram-se placas de aluminios com silica-gel (Merck
Kieselgel 60 F254, espessura =0.25 mm) e para visualizacdo das manchas utilizou-
se uma luz UV com comprimento de onda de 254 e 366 nm (CAMAG). A
cromatografia em coluna, para purificacdo dos compostos, foi realizada usando
silica-gel (Merck Kieselgel 60, tamanho de particula = 0.040 - 0.063 mm) e o eluente
mais adequado, uma mistura de acetato de etilo (AcOEt)/éter de petroleo (1:2, V)
e uma mistura de DCM:MeOH (9.5:0.5) e gotas de TEA, para 0 composto 2 e 6a,

respetivamente.

6.4 PROCEDIMENTO SINTETICO

Nesta se¢do, encontra-se descrita a sintese dos intermeédios e compostos
finais.

6.4.1 2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indole (1)

A triptamina (0.400 g, 2.50x10° mol) foi dissolvida numa

NH  solucao de acido acético (2 mL) e foi adicionada uma solucéo
8 de formaldeido (0,212 mL, 7.69x10° mol). A mistura

2 v reacional foi agitada overnight & temperatura ambiente (t.a.).
Uma solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) foi adicionada até que o pH 12 fosse
atingido. O produto precipitado foi obtido por filtracdo, lavado com &gua e seco a
vacuo na presenca de pentdxido de fésforo. Obteve-se um sélido branco. n = 95.0%.
p.f.: 206-208 °C. ESI*-EM m/z 173 (M+H*, 100%).

1H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 10.67 (s, 1H, NH), 7.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
Hs), 7.25 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H2), 7.01-6.96 (td, J = 1.4, 7.5 Hz, 1H, Ha), 6.94-6.89 (td,
J=1.1, 7.2 Hz, 1H, Hs), 3.84 (brs, 2H, Hs), 2.96 (t, J = 11.1 Hz, 2H, H7), 2.58 (t, J =
11.1 Hz, 2H, He).

55



13C-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 135.5 (Cz2), 134.2 (C«), 127.2 (C+), 120.1
(Cs), 118.0 (Cs), 117.1(Cs), 110.7 (C2), 106.9 (Cs), 43.4 (Cs), 42.6 (C7), 22.2 (Ce).

6.4.2 tert-butil 1,3,4,9-tetrahidro-2H-pirido[3,4-b]Jindole-2-
carboxilato (2)

A uma solucéo de 1 (0.500 g, 2.9 x10° mol) em MeOH

6 7A<O (7 mL) foi adicionada TEA (0.581 g, 5.74 x10° mol)

S N« durante 30 min a t.a., sob atmosfera de N2. Adicionou-
N o O se dicarbonato de di-terc-butilo (0.590 g, 2.7x10° mol) a

° H mistura reacional que foi agitada a t.a. durante 2 h. O
solvente foi removido sob presséo reduzida para originar
o produto em bruto. A purificagaofoi realizada por cromatografiaem coluna de silica-
gel utilizando AcOEt/éter de petrdleo (1:2, v/v) como eluente para obter o composto
na formade solido branco. [76] n =87.5%. p.f.:151-153 °C.ESI*-EM m/z 273 (M+H*,

60%).

1H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 10.81 (s, 1H, NH), 7.38 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
Hs), 7.29 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H2), 7.06-7.01 (td, J = 1.4, 7.5 Hz, 1H, Ha), 6.98-6.93 (td,
J=1.1, 7.4 Hz, 1H, Hs), 4.56 (s, 2H, Hs), 3.67 (t, J = 11.4 Hz , 2H, H7), 2.68 (t, J =
11.7 Hz, 2H, He), 1.44 (s, 9H, C(CHa)s).

6.4.3 tert-butil 9-0x0-1,3,4,9-tetrahidro-2H-pirrolo[3,4-b]quinoline-2-
carboxilato (3)

0 A uma solucdo de 2 (0.650 g, 2.38x10° mol) em

° 6 o dimetiformamida (DMF) (5 mL) adicionou-se 18-crown-

) (jfji/\'\l% 6 (0.629 g, 2.38x10° mol) e KOz (0.678 g, 9.52x103
° 5 N 7 0 mol). A mistura reacional foi agitada overnight a t.a.
7< Vérias gotas de 4gua foram adicionadas para consumir

o0 KO: extra. Adicionou-se uma solucao saturada de NaCl (150 mL) para promover
a precipitacdo do composto pretendido, na formade sdlido branco, que foi filtrado

por vécuo, lavado com agua e seco a vacuo. [77] n = 82.8%, p.f.: 262-265 °C; ESI*-
EM m/z 287 (M+H?*, 100%).

1H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 12.13 (s, 1H, NH), 8.12 (d, J = 7.8 Hz, 1H,

Hs), 7.67-7.62 (m, 1H, Hz), 7.53-7.49 (m, 1H, Ha), 7.35-7.30 (m, 1H, Hs), 4.66-4.64
(M, 2H, H), 4.39-4.35 (m, 2H, Hs), 1.47 (s, 9H, C(CHa)s).
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6.4.4 1,2,34-tetrahidro-9H-pirrolo[3,4-b]quinolin-9-ona (4)

o A umasolucédo de 3(0.1418 g, 4.95x10* mol)em DCM seco

4 2 6 (1 mL) foi adicionada uma mistura de DCM:TFA (1:1, v/v)
s | NH (1 mL), tornando a solugdo avermelhada. A mistura
2 N 7 reacional foi agitada a t.a. durante 3 h. A reagdo foi

concentrada em vacuo para produzir o0 composto 4 como um solido rosa. [96] n =
94.6%. p.f.: 129-133 °C. ESI*-EM m/z 187 (M+H*, 100%).

1H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 9.63 (s, 2H, NH, NH), 8.15-8.12 (dd, J = 1.2,
8.1 Hz, 1H, Hs), 7.73-7.68 (m, 1H, H2), 7.59 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Ha), 7.41-7.36 (m, 1H,
Hs), 4.62 (s, 2H, H), 4.37 (s, 2H, He).

6.4.5 Acido (4-((9-0x0-1,3,4,9-tetrahidro-2H-pirrolo[3,4-b]Jquinolin-2-
iDmetihfenil)borénico (5a)

Uma mistura de 4 (0.345 g, 1,15x102 mol) e

o)
TEA (0.245 g, 2.42x10° mol) foi agitada em
N DMF (2 mL), durante 1 h a t.a., sob atmosfera
” de Nz2. Ap6s esse periodo, o acido 4-

bromometilfenilborénico (0.309 g, 1.44x103

B(OH), mol) foi adicionado a mistura reacional e a

reacdo foi agitada overnight, a t.a., sob atmosfera de N2. Adicionou-se agua a

mistura reacional de forma a precipitar o composto, que foifiltrado a vacuo, lavado

varias vezes com agua e seco a vacuo. Obteve-se um sélido acinzentado. n =
24.4%. p.f.: 240-242 °C. ESI*-EM m/z 321 (M+H*, 100%).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) & 12.01 (s, 1H), 8.10 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.78 (d,
J = 7.5 Hz, 2H), 7.64-7.58 (m,1H), 7.50-7.46 (m, 1H), 7.35 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.30
(t, J = 15.0 Hz, 1H), 3.97 (s, 2H), 3.90 (s, 2H), 3.75 (S, 2H).

13C-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 150.7, 140.8, 140.2, 134.5, 134.3, 131.5,
131.0, 130.1, 127.6, 127.0, 125.4, 124.9, 122.8, 118.4, 116.3, 59.2, 57.0, 55.3.
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6.4.6 2-(4-(hidroximetil)benzil)-1,2,3,4-tetrahidro-9H-pirrolo[3,4-b]
quinolin-9-ona (5b)

Uma mistura de 4 (0.345 g, 1.15x10° mol) e

o)
TEA (0.245 g, 2.42x10° mol) foi agitada em
N DMF (2 mL), durante 1 h a t.a., sob atmosfera
N de Nz. Apdbs esse periodo, o 4-

(bromometil)fenil)metanol (0.290 g, 1.44x103

on Mmol) foi adicionado a mistura reacional e a

reacdo foi agitada overnight, a t.a., sob atmosfera de N2. Adicionou-se agua a

mistura reacional de forma a precipitar o composto, que foi filtrado a vacuo, lavado

varias vezes com agua e seco. Obteve-se um sdlido acinzentado. n = 48.8%. p.f..
211-213 °C. ESI*-EM m/z 307 (M+H*, 70%).

IH-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8 12.11 (s, 1H), 7.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.63-
7.57 (m, 3H), 7.42 (d, J =8.1 Hz, 1H), 7.30-7.25 (m, 3H), 5.19 (s, 2H), 4.92 (s, 1H),
4.87 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 4.35 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 3.31 (s, 2H).

13C-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 170.8, 144.8, 144.3, 139.6, 131.8, 126.7,
126.4, 124.7, 124.5, 118.2, 111.1.

6.4.7 2-(4-((5-nitrofuran-2-il)metil)benzil)-1,2,3,4-tetrahidro-9H-pirrolo
[3,4-b]quinolin-9-ona (6a)

A uma mistura de 5a (0.050 g,

o)
1.56x104 mol) e de 7 (0.020 g,
N 9.75x10 °®> mol) em dioxano (1 mL) seco
H sob N2, foi adicionada uma mistura de

cloreto de bis(trifenilfosfina)paladio

a (0.002 g, 2.93x10° mol) e X-Phos

0™ “No, (0.002 g, 4.88x10° mol) em dioxano

(0.5 mL). Seguidamente, adicionou-se em simultdneo uma solu¢cé&o de brometo de

tetrabutilamonia 0.1M (0.195 mL, 1.95x10° mol) e uma solucdo de carbonato de

potassio 4M (0.488 mL, 4.88x10“ mol). A mistura reacional foi agitada overnight a

95 °C. Ap6s arrefecer, a mistura reacional foi dissolvida em DCM e filtrada em celite.

O solvente foi evaporado para dar o produto na forma de crude. A purificagao foi

realizada por cromatografia em coluna de silica-gel utilizando DCM:MeOH (9.5:0.5,

v/v) + gotas de TEA como eluente para obter o composto na forma de 6leo amarelo.
n =25.5%. ESI*-EM m/z 401 (M+H*, 10%).
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1H-RMN (300 MHz, CDCls) & 7.37-7.33 (m, 2H), 7.30-7.28 (m, 1H), 7.24-7.23
(m, 2H), 6.87 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 6.69-6.66 (M, 2H), 6.32 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.26 (d,
J=3.6 Hz, 1H), 3.19 (s, 2H), 2.44 (s, 2H), 1.57 (s, 4H).

6.4.8 4-((9-0x0-1,3,4,9-tetrahidro-2H-pirrolo[3,4-b]quinolin-2-il)metil)
benzil 5-nitrofuran-2-carboxilato (6b)

0 Uma mistura de 5b (0.100 g,
3.26x10* mol) e TEA (0.066 g,

N 6.52x10* mol) foi agitada em

N DMF (2 mL), durante 10 min &

t.a., sob atmosfera de Nz. ApOs

o} esse periodo, o cloreto de 5-

O%@NO nitro-2-furoil (0.063 g, 3.59x10*

2 mol) foi adicionado a 0 °C a

mistura reacional. A reacdo foi agitada overnight, a t.a., sob atmosfera de N-.
Adicionou-se uma solugéo saturada de NaCl a mistura reacional de formaa precipitar

0 composto, que foi filtrado a vacuo, lavado varias vezes com agua e seco a vacuo.
Obteve-se um solido acastanhado com rendimento de 99.8%. p.f.: 147-151 °C. [97]

IH-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 7.96-7.91 (m, 1H), 7.80 (d, J = 3.9 Hz, 1H),
7.68-7.63 (m, 2H), 7.59-7.58 (m, 1H), 7.51 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.49-7.29 (m, 2H),
7.02-6.99 (M, 1H), 5.34 (s, 2H), 4.84-4.73 (m, 4H).

13C-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 172.9, 169.3, 156.5, 152.4, 149.4, 149.2,
143.8, 137.0, 132.9, 129.0, 128.4, 126.9, 126.6, 123.9, 120.3, 113.1.

6.4.9 2-(bromometil)-5-nitrofurano (7)

O,N o s A uma solucéo de 5-nitro-2-furaldeido (2.00 g, 1.42x102 mol) em
| p THF (25 mL) foi adicionada lentamente a 0 °C uma solucéo de
1 ) ®  NaBHs (0.45 g, 1.2x102 mol) em agua (2 mL). Ap6s adic&o, o

banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi deixada
aquecer até a t.a. e agitada durante 1 h. Apos esse periodo, adicionou-se agua (12,5
mL) e AcOEt (3x30 mL). Os extratos organicos combinados foram lavados com uma
solucdo saturada de NaCl, secos com sulfato de sodio anidro e o solvente foi
removido sob presséo reduzida. Obteve-se o composto (5-nitrofuran-2-illmetanol na

forma de Gleo alaranjado. [98] n = 63.3%.
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A uma solucédo de (5-nitrofuran-2-iljmetanol (1.3221 g, 9.24x10° mol) em DCM (20
mL) foi adicionada lentamente o tribrometo de fésforo (3.25 g, 1.2x102 mol) a 0 °C
e a mistura reacional foi agitada a t.a. durante 1 h. Em seguida, adicionou-se agua
gelada, neutralizou-se com uma solucéo de bicarbonato de sodio e extraiu-se com
DCM, que por evaporacdo deu origem ao composto 7 na forma de um 6leo violeta
escuro. [99] n = 78.0%.

1H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8 7.26 (d, 1H, H1), 6.64 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H2),
4.48 (s, J = 3.6 Hz, 2H, Ha).

6.4.10 2-(4-(bromometil)benzil)-2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-
blindole (2’a)

Uma mistura de 1 (0.200 g, 1.16x10° mol) e TEA

A\ (0.246 g, 2.44x10° mol) foi agitada em DMF (2 mL),

N durante 30 min a t.a., sob atmosfera de N2. ApOs

gr €sse periodo, 0 a,a’-dibromo-p-xileno (0.383 g,

1.45x10° mol) foi adicionado a mistura reacional e a reacédo foi agitada overnight, a

t.a., sob atmosfera de N2. Adicionou-se ACOEt a mistura reacional para precipitar o

composto que foi filtrado e seco a vacuo. Obteve-se um sélido branco. ESI*-EM m/z
355 (M+H*, 100%).

6.4.11 Acido (4-((1,3,4,9-tetrahidro-2H-pirido[3,4-b]indole-2-il)metil)
fenil)bordnico (2’b)
Uma mistura de 1 (0.200 g, 1.16x10° mol) e TEA

N\ (0.246 g, 2.44x103mol) foi agitada em DMF (3 mL),
durante 30 min a t.a., sob atmosfera de N2. Apés

Iz

5(0H), esse periodo, o acido 4-bromometilfenilbordnico

(0.312 g, 1.45x10° mol) foi adicionado a mistura
reacional e a reacao foi agitada overnight, a t.a., sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi extraida com AcOEt (20 mL) e lavada com agua (30 mL x 2) e uma
solucao saturada de NaCl (30 mL x 2). A fase aquosa foi ainda extraida com AcOEt
(20 mL x 2). A fase orgénica foi seca sobre sulfato de sodio anidro. O solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida. O composto foi deixado na bomba de véacuo

durante 2 dias e obteve-se um solido amarelado. n = 80.0%.
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1H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 10.61 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.77 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.02-6.97 (td, J= 1.4, 7.5
Hz, 1H), 6.96-6.90 (td, J = 1.4, 7.4 Hz, 1H), 3.74 (s, 2H), 3.55 (s, 2H), 2.83 (t, J =
11.1 Hz, 2H).

6.5 ESPETROSCOPIA DE UV-VIS

A determinacédo da absor¢cdo méaxima de cada composto foi realizada através
de um espetrofotometro de UV-Vis. Todos os estudos foram realizados em células
de quartzo com um comprimento de percurso ético de 1 cm. Para isso, foi preparada
uma solu¢cdo mae em ACN de cada composto com concentragdo de 1 mg por 1 mL.
Em seguida, 30 pL da solugdo mae do composto (102 M) previamente preparada
foram adicionados e os espetros foram registados de 400 a 200 nm. Analisando os
espetros, 0 maximo de absorvancia de cada composto foi determinado para cada
composto (Tabela6.1.).

A avaliacdo da estabilidade dos compostos hibridos 6a e 6b na presenca de
PBS foi realizada por espetroscopia de UV-Vis. Numa célula de quartzo contendo 3
mL de PBS (pH 7.4), previamente termostatizada a t.a., foi adicionada uma aliquota
de uma solugdo stock de 6a e 6b (102 M). A célula de quartzo foi agitada
rapidamente e imediatamente iniciou-se a aquisicdo de dados. Os espetros de
absorcdo foram adquiridos a cada 4 min ao longo de 40 min numa faixa de

comprimentos de onda de 200-400 nm.

Tabela 6.1. Absorvancia (Abs) maxima por UV-Vis para os compostos 5a-b e 6a-b.

Composto Abs A (nm)
0.517 327.8

ba
0.475 316.0
0.687 326.6

5b
0.599 314.0
6a 1.076 322.6
6b 1.333 311.2
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6.6 HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Os solventes usados para a fase mével, como MeOH, 4gua ou &gua
acidificada com 0.1% de acido férmico, foram desgaseificados.

Inicialmente, foi realizada uma eluicdo num gradiente de MeOH e agua ou
agua acidificada com 0.1% de acido férmico, de forma a determinar a fase movel
mais adequada para a escolha do melhor método de cada composto, com base no
tempo de retencdo (t) e na propor¢do correspondente da fase moével. O melhor
método é testado, aplicando-se uma elui¢cdo isocratica, onde a composi¢cao da fase
movel permaneceu constante durante o percurso da corrida. A taxa de fluxo da fase
movel foi fixadaem 1.0 mL/min.

O detetor de UV do sistema de HPLC foi ajustado de acordo com o valor
correspondente ao maximo de absor¢do de cada composto. A relagéo entre a fase
aquosa (agua ou agua + 0.1% de &cido férmico) e a fase organica (MeOH), o
comprimento de onda, assim como o t- de cada composto na determinacdo da
estabilidade em ensaios PBS, plasma humano e microsomas de figado de rato séo

apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2. Especifica¢cbes usadas nos estudos de HPLC para os compostos 6a-b.

Tempo de retencéo Fase movel
Microsomas A < Comprimento
Composto P MeOH Agua Agua + 0.1%
PBS | Plasma | de flgr;:;c;o de (%) (%) HCOOH (%) de onda (nm)
6a 2.877 | 2.833 2.803 80 20 - 322
6b 2.007 | 2.447 2.350 35 - 65 311

6.7 ESTABILIDADE EM CONDICOES FISIOLOGICAS

6.7.1 Estudos de estabilidade em PBS

Para estudar a estabilidade dos compostos hibridos 6a-b em solugcao salina
tamponada com fosfato, incubou-se um frasco com PBS (5 mL) a 37 °C. Em seguida,
30 pL da solucdo stock de cada composto (102 M) foram adicionados e deixados
num banho termostatizado durante 96 h. As amostras foram coletadas durantes 96
horas e analisadas e quantificadas por HPLC.
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6.7.2 Estudos de estabilidade em plasma humano

Para estudar a estabilidade dos compostos hibridos 6a-b no plasma humano,
em primeiro lugar, uma amostra de plasma (2.5 mL) foi descongelada e 0.5 mL de
PBS 0.01 M (pH 7.4) foram adicionados, portanto o plasma é diluido para 80% (v/v).
A solucdo incubada foi agitada, e a primeira amostra € coletada (tempo zero)
retirando-se 200 yL para um eppendorf que contém 400 pL de ACN frio. A amostra
foi centrifugada durante 10 min a 13000 rpm. Para cada tempo de amostragem, o
protocolo é repetido, parando a reagao por precipitagdo com ACN, centrifugacéo da
amostra e quantificacdo do sobrenadante por HPLC. Os ensaios foram realizados

em duplicado durante 48 h.

6.7.3 Estudos de estabilidade em microsomas de figado de rato

Os microsomas (20 mg/mL de conteudo proteico) utilizados extraidos de
ratos machos Sprague-Dawley sdo da marca BD GentestTM, tal como as solucfes
A (31 mM NADP*, 66 mM glucose-6-fosfato e 66 mM MgClz) e B (40 U/mL glucose-
6-fosfato desidrogenase em 5 mM citrato de sodio) regeneradoras de sistema
NADPH.

Num eppendorf contendo 20 pL de microsomas foram adicionados 632 pL
de PBS termostatizado a 37 °C e 8 L da solugao stock (102 M). Foi retirado 180 L
da pool para trés eppendorfs para estudar o tempo 15 min, em duplicado, e o tempo
30 min e os restantes 100 pyL foram usados para avaliar o tempo zero. Aos
eppendorfs que continham os 180 pL foi adicionado 37.5 uL da solucdo A e 7.5 pL
da solugéo B e deixou-se a termostatizar a 37 °C de acordo com os tempos referidos.
A reacédo foi terminada por adicdo de 450 yL de ACN frio, para precipitar as
proteinas. Ao eppendorf correspondente ao tempo zero foi adicionado 250 pL de
ACN e depois 20.8 pL da solucdo A e 4.16 pL da solucdo B. A mistura foi
homogeneizada e, posteriormente, centrifugada a 13000 rpm durante 5 min. O
sobrenadante foi analisado e quantificado por HPLC. Os ensaios foram realizados

em duplicado.

6.8 ENSAIOS DE SOLUBILIDADE

As solucdes foram preparadas com uma concentragao 10 M, partindo-se da
solucdo stock (102 M). As diluicbes secundarias foram efetuadas com

concentragdes de 10, 100, 200 e 220 uM, diretamente nas placas de 96 pogos. A
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solugdo de 200 uM foi preparada em PBS. A placa foi incubada num banho
termostatico com agitacdo a 37 °C durante 2 h e, posteriormente, centrifugada a
3500 rpm durante 25 min. O sobrenadante foi analisado por HPLC. Os ensaios foram
realizados em triplicado.

6.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.9.1 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria

A determinacdo da CMIs para os diferentes compostos foi realizada por
microdiluicdo para as estirpes bacterianas: S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC
8739), M. smegmatis MC?155 (ATCC 607) e Mtb H37Rv (ATCC 27294). A cultura
inicial foi realizada em Mueller-Hinton Agar a 36 °C overnight para E. coli e S. aureus
ou por 48h para M. smegmatis. Para Mtb foi realizada uma cultura inicial em meio
Lowenstein-Jensen durante trés semanas. A determinacdo das CMIs pelo método
da microdiluicao foirealizada em meio Mueller-Hinton liquido paraE. coli e S. aureus
ou, Middlebrook 7H9 suplementado com OADC (Acido Oleico, Albumina, Dextrose
e Catalase; 10%) e glicerol (0.2%), para M. smegmatis e Mtb. Os ensaios com a
espécie bacteriana Mtb foram realizados pelo Dr. Jodo Perdigdo no laboratério de
Contencéo Bioldgica de Nivel 3, na FFUL.

Preparou-se solugdes dos compostos 5a-b e 6a-b com concentragdes de
1.28 mg/mL, em DMSO.

A determinacédo das CMIspara E. coli, S. aureus e M. smegmatis foi realizada
de acordo com as diretrizes do EUCAST. [93] Cada espécie bacteriana E. coli, S.
aureus e M. smegmatis foi suspensa em agua destilada estéril (sH204) de formaa
originar uma densidade 6tica final equivalente a de 0.5 na escala de McFarland
(suspensao = 1x10® CFU/mL). Esta suspensdo foi diluida 1:100 em meio Mueller-
Hinton liquido de modo a obter uma concentragdo final = 5x10°
CFU/mL. Paralelamente, em placas de 96 pocos, foram adicionados 50 L de cada
meio em todos 0s po¢os, exceto na coluna da concentragdo maxima de composto a
qual foram adicionados 100 pL de meio de cultura suplementado com composto a
uma concentracdo de 128 pg/mL. Na pendltima linha das placas foi adicionado
DMSO, usado como controlo de solvente com uma concentragdo inicial igual a
propor¢cao maxima utilizada na prepara¢gdo de meio de cultura suplementado com
0os compostos em estudo (5.6%). Por diluicdo seriada 1:2 foram obtidas
concentragdes de composto entre 128.0 e 1.0 pg/mL. Por fim, adicionou-se 50 pL

de suspensdo bacteriana a cada po¢o, exceto nos pocos referente ao controlo
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negativo (concentragdes finais em teste: 64.0-0.5 pg/mL). Como controlo positivo

foram inoculados quatro pogos contendo meio simples sem composto adicionado.

As placas foram incubadas a 36 °C e observadas entre 24-48 h, de acordo com o

tipo de crescimento de cada bactéria. A CMI foi determinada como a concentracéo

mais baixa para a qual ndo foi observado crescimento visivel apés os tempos de

incubagéo referidos.

Na Figura 6.1., encontra-se um esguema representativo das placas de 96

pocos com a indicagdo dos pocos onde ndo houve crescimento das bactérias,

representado por um (-).
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Figura 6.1. Esquema representativo das placas de 96 pocos.

DMSO
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A determinacdo das CMIs para Mtb foi realizada através de microdiluicdo em
meio liquido de acordo com as diretrizes mais recentes do EUCAST. [91]
Sucintamente, o procedimento foi realizado em placas de 96 pocos tendo sido
adicionados 200 pL de sH204 nos pocos periféricos exceto na primeira coluna
(coluna 1) a qual foram adicionados 100 pL de meio completo (controlo negativo).
Foi adicionado a todos os pogos restantes & excegéo da terceira coluna, 100 pL de
meio Middlebrook 7H9 completo. Na terceira coluna foram adicionados 200 L de
meio completo suplementado com os compostos 5a-b e 6a-b com uma
concentracgéao final de 128 pg/mL. Como descrito acima, foram preparadas diluigcdes
seriadas de 1:2 ao longo da placa com recurso a uma pipeta multicanal e a diluicéo
sucessiva de 100 pL provenientes do pog¢o anterior com inicio na coluna 3.

O in6culo foi preparado apds cultura em meio Lowenstein-Jensen durante
trés semanas, tendo sido recolhido crescimento bacteriano e homogeneizado num
tubo com pérolas de vidro com recurso a um vortex. Este homogeneizado foi em
seguida suspendido em 2 mL de sH204 €, apds repouso para deixar assentar
aglomerados bacterianos de maior dimensdo, utilizado para preparar uma
suspensdo ajustada a escala de MacFarland 0.5. O in6culo final foi preparado
através de uma diluicdo 1:100 em meio Middlebrook 7H9 completo (50 mL). Foi
ainda preparada uma diluicao de 1:100 do in6culo anterior em meio completo e
utilizado para inocular (100 uL) os pogos E3, F3 e G3 (controlo positivo a 1%). Todos
0s restantes pog¢os contendo meio a excec¢ao da coluna 1 foram inoculados com 100
pL da primeira suspenséo. Este procedimento permite obter uma suspenséo final
bacteriana em cada poco de aproximadamente 5x10° CFU/mL e um intervalo de
concentrac0es finais de 64.0-0.25 pg/mL para cada composto. Os resultados foram
registados ao 10° e 14° dia de incubacéo, considerando-se o resultado final aquele
registado aquando da observacao de crescimento visivel para o controlo positivo a
1%.

6.9.2 Determinacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada ap0s 48 horas de exposicdo aos
compostos pelo ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio). As células (5x10° HEK 293T células/po¢co, ATCC CRL 11268)
foram cultivadas em placas de 96 pocos e fixadas durante 24 h antes da adicdo de
varias concentracfes de compostos (20 e 50 uM para screening preliminar e 0, 2, 5,
8, 10, 12, 15, 18 e 20 uM para determinagcédo de CC50). Os compostos foram
incubados durante 48 h a 37 °C. O MTT foi adicionado as placas com uma
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concentracéao final de 400 mg/mL por poco, seguido de incubagao 37 °C durante 3
h. Apés incubagéo, o meio foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos
num tampao de DMSO/glicina4:1 (pH 10.5). As placas foram agitadas durante 15
min, e a viabilidade celular foi entdo avaliada medindo a absorcéo de formazan a
550 nm.
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1.10 Composto 2’a

Espetro de massa ESI*
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Composto 2’b
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