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Resumo

A nevirapina é um fdrmaco usado no tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1, da classe dos inibidores do trasncriptase reverso nao andlogos
de nucledsidos, geralmente administrado concomitantemente com outros agentes
antiretrovirais. E, também, eficaz na prevencdo da transmissdo vertical do virus, de mae para
filho. No entanto, a nevirapina tem apresentado graves efeitos secundarios como irritacGes
cutdneas severas a curto prazo e hepatotoxicidade verificada a longo prazo, o que levanta
preocupacdes acerca da sua administragcdo crdnica, principalmente em casos perinatais ou
pedridticos. Apesar disso, a nevirapina é ainda, o antiretroviral mais utilizado em paises em
desenvolvimento.

Este trabalho teve como objectivo inicial a formacdo e caracterizagcdao de adutos de
nevirapina, derivados do metabolito 12-hidroxi-NVP com aminodcidos especificos e com o
tripéptido glutationo. Os adutos com aminoacidos foram, posteriormente utilizados como
padrdes para avaliar a modificacdo in vitro da albumina do soro humano na presenca de um
derivado electréfilo do metabolito 12-hidroxi-NVP.

Nos estudos de modificacdo dos aminodcidos, do glutationo e da albumina do soro
humano foi utilizado um modelo sintético, o 12-mesiloxi-NVP, do electréfilo identificado in vivo —
o 12-sulfoxi-NVP. Este derivado sintético foi utilizado por ser mais estavel, de mais facil
preparacdo e por se espera que tenha uma reactividade semelhante ao metabolito 12-sulfoxi-
NVP na presenca de bionucledfilos. Estas reac¢des foram promovidas em tampao fosfatos pH
7,4, na presenca de um excesso de aminoacido (triptofano, N-acetil-cisteina, lisina, arginina e
histidina) e do glutationo. Os adutos obtidos foram isolados por HPLC semi-preparativo e
caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massa. No ensaio de
modificagdo da albumina do soro humano, a proteina foi incubada a 37°C em PBS na presenga do
modelo electréfilo 12-mesiloxi-NVP. Apds a remodo de moléculas pequenas que ndo reagiram,
por didlise, a proteina foi hidrolisada por varios métodos quimicos e por um método enzimatico
gue envolve os enzimas Pronase E e Leucina aminopeptidase. Os aminoacidos modificados foram
identificados por LC-MS, por comparacdo (tendo em conta o tempo de retencdo e espectro de
massa) com os padrdes anteriormente preparados. Foram apenas identificados adutos por
hidrdlise enzimatica, nomeadamente, o aduto com o triptofano e com a histidina.

Os resultados obtidos sugerem que a formacdo de adutos do tipo nevirapina-proteina
possa ser um factor importante na toxicidade deste farmaco, e poderdo, eventualmente, ser
utilizados como biomarcadores da toxicidade da nevirapina. Como continua¢ao deste trabalho

pretende-se usar os adutos preparados com aminoacidos e com o glutationo como padrdes para



a deteccdo da sua formacao in vivo, em modelos animais e em individuos sujeitos a terapia com a

nevirapina.

Palavras-chave: Toxicologia, Nevirapina, Aduto farmaco-proteina, Aminoacidos, Glutationo,

Albumina do soro humano



Abstract

Nevirapine is a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor used against the human
immunodeficiency virus type 1 usually administered with other antiretroviral agents. It is
particularly used to prevent HIV-1 vertical (mother-to-child) transmission during pregnancy.
However, it has been shown that nevirapine has serious side effects such as severe skin rash and
hepatotoxicity, raising concern about its chronic administration, especially in perinatal or
pediatric cases. Nevertheless, nevirapine is still the most widely used antiretroviral in developing
countries.

This work was aimed at the synthesis and charaterization of nevirapine (NVP) and 12-
hydroxy-NVP (a nevirapine metabolite) adducts with aminoacids and glutathione (GSH). The
aminoacid adducts were subsequently used as standards to evaluate the in vitro modification of
human serum albumin (HSA) in the presence of an electrophilic derivative of 12-hydroxy-NVP.
12-mesyloxy-NVP, a synthetic model of 12-sulfoxy-NVP, another identified NVP metabolite, was
used as a model in the modification studies of aminoacids, GSH and HSA. This synthetic
derivative was used due to its higher stability, easiness of preparation and because its reactivity
is expectable to be similar to that of 12-sulfoxy-NVP in the presence of bionucleophiles. These
reactions were promoted in phosphate buffer pH 7.4, in the presence of an excess of aminoacid
(tryptophan, N-acetyl-cysteine, lysine, arginine and histidine) and GSH. The adducts obtained
were isolated by semi-preparative HPLC and characterized by Nuclear Magnetic Resonance and
Mass Spectrometry. HSA modifications were performed at 37°C in PBS in the presence of the
electrophile 12-mesyloxy-NVP. After removal of unreacted small molecules by dialysis the
protein was hydrolyzed by several chemical methods and by an enzymatic method based on the
Pronase E and Leucine aminopeptidase enzymes. The modified aminoacids were identified by LC-
MS through comparison of their retention time and mass spectra with those of previously
prepared standards. Protein adducts at tryptophan and histidine residues were identified using
enzymatic hydrolysis.

These results suggest that the formation of nevirapine-protein adducts can be an
important factor in the toxicity of this drug, and may eventually be used as biomarkers to the
toxicity of nevirapine. Further more it is intended to use the prepared adducts with aminoacids
and glutathione as standards to detect their formation in vivo using animal models and in

individuals undergoing therapy with nevirapine.

Keywords: Toxicology, Nevirapine, Protein adducts, Aminoacids, Glutathione, Human serum

albumin.
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Capitulo | Introdugéo

I.1. Osvirus e a terapia anti-viral

As infecgOes virais permanecem como uma das mais preocupantes causas de muitas
doengas humanas e de uma alta taxa de mortalidade, sem esquecer que periodicamente
novos agentes infecciosos sdo transmitidos aos humanos a partir de outras espécies, podendo
estabelecer-se na populagdo humana.

Apesar de ser possivel controlar muitas das doencgas infecciosas, como a variola, a
poliomilite ou a febre-amarela, assim como infec¢des virais mais comuns, principalmente das
criangas, a varicela, o sarampo ou a rubéola, através de vacinas securas e eficazes, existem
muitas outras infec¢des virais que, actualmente, ndo podem ser prevenidas por vacinacgao,
como o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), da hepatite C, da dengue ou da hepatite E [1],
nem curadas.

A principal dificuldade em conseguir vacinas eficazes e seguras ou anti-virais de
utilidade clinica prende-se com as prdéprias caracteristicas gerais dos virus, principalmente o
seu caracter de parasita intracelular estrito; o uso do sistema metabdlico celular do
hospedeiro na sua propagacdo e a dificuldade na avaliacdo dos farmacos (os resultados in vitro
ndo se observam necessariamente in vivo).

Assim sendo, e porque o nosso arsenal antiviral continua inadequado em demasiados
aspectos, a procura de novos compostos antivirais e de novas estratégias de prevengdo e
tratamento antiviral continuam a ser essenciais e indispensaveis. Uma das estratégias
utilizadas envolve o desenvolvimento de inibidores do ciclo de propagacdo viral. Para isso ha
que compreender os eventos que ocorrem durante a infec¢do viral a nivel molecular, assim
como a propria natureza dos virus.

Os virus podem-se definir como uma associacdo de acido nucleico e proteinas e
alternam de estados extracelular (virido) para intracelular, no qual depende do hospedeiro. Os
virus podem ser classificados conforme a sua morfologia, o seu genoma ou conforme o
hospedeiro [2].

A propagacdo viral é de uma maneira geral semelhante para todos os virus com
algumas variantes conforme o ciclo de propagacdo viral, morfologia, genoma e hospedeiro.
Genericamente as fases da propagacdo viral susceptiveis de serem alvo de agentes antivirais

sdo a ligacdo a célula hospedeira, a entrada na célula, a replicagdo, a maturacdo e a libertacdo

[2].
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Capitulo | Introdugéo

.2. OVIH

O VIH é um retrovirus de ssRNA-RT (single strand RNA associado ao enzima
transcriptase reverso), que pertence ao género Lentivirinage, um género de virus lentos
caracterizados por um longo periodo de incubagdo. Existem duas espécies de VIH, o VIH-1 e o
VIH-2. Ambos os virus tém o mesmo modo de transmissao e estdo associados a infec¢cGes
oportunistas e a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). No entanto, as pessoas
infectadas com VIH-2 parecem desenvolver uma imunodeficiéncia mais lenta e suave no inicio,
apesar de, a medida que a doenga evolui, a infeccdo aumenta em menos tempo do que em

pacientes com VIH-1 [3].

O VIH tem uma estrutura esférica com duas cépias do ssRNA, do TR, de proteases,
ribonucleases e um integrase dentro da cdpside composta por proteina viral p24. A cdpside
estd envolta por uma matriz proteica composta pela proteina viral pl7 que assegura a
integridade do virido. Esta matriz é rodeada pelo envelope viral que é composto por uma
membrana dupla fosfolipidica com glicoproteinas na superficie (gp41 e gp120), responsaveis
pela ligagdo aos co-receptores da célula hospedeira (Figura 1.1) [4, 5], o primeiro passo na

infeccdo pelo VIH.

Figura 1.1 | Representagdo esquematica da estrutura e

antaragem

composicdo do VIH. Adaptado de [6].

Membrana
Lipidica

Epdl
Glicoproteina
Transmembranar

Transcriptase
Reverso

Ap6ds a ligacdo a célula hospedeira seguida da sua penetracdao o envelope viral funde-se
com a membrana celular e a capside é libertada para o meio intracelular [6]. O RNA viral e os
varios enzimas presentes sao injectados na célul transportados via microtubulos para o nucleo.
O RNA viral é transcrito pelo TR numa cadeia dupla de cDNA que é, depois, integrada no
genoma da célula hospedeira. O processo de retrotranscricdo reversa é extremamente
propenso a ocorréncia de erros, resultando numa elevada mutabilidade viral, que pode
provocar resisténcia aos farmacos ou a invasdo do sistema imunitdrio do organismo. A
integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira é realizado pela ac¢do de um
integrase. Sempre que ocorra replicagao deste DNA e transcricao em mRNA, toda a maquinaria

metabdlica do hospedeiro é utilizada para produzir novas particulas virais em que as proteinas
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traduzidas, que entretanto se associaram ao RNA viral, serdo libertadas pela accdo de
proteases virais, durante os ultimos passos da propagac¢do do VIH, a maturagdo e o assembly

de novos virides de VIH-1 [8] (Figura 1.2 [9]).
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Figura 1.2 | Representagdo esquematica do ciclo viral do VIH. Adaptado de [9].

Para a transmissdao do VIH-1 foram identificadas trés vias principais: a sexual; através
do sangue ou derivados sanguineos; e a transmissado vertical (de mae para filho) [6].

Assim que o VIH-1 entra no sangue de um organismo vivo comeca a deteriorar o
sistema imunitario ao usar a agressiva resposta imunoldgica do corpo infectado para infectar,
replicar-se e matar as células do sistema imunolégico. O VIH-1 ataca especificamente as células
T CD4+. Quando isso acontece, as células T CD4+ sdo activadas e levam ao despoletar da
imunidade humoral e mediada por células, ou seja, sdo o arranque da imunidade adaptativa
do organismo, a primeira linha de ataque, dai a sua regulacdo ser essencial [10]. A gradual
destruicdo do sistema imunitdrio e eventual destruicdo de drgdos linfaticos e imunolégicos
pelo VIH-1 provoca a imunodeficiéncia que acaba por conduzir a SIDA. O mecanismo pelo qual
o VIH-1 infecta as células do hospedeiro inclui quatro periodos principais: o periodo de

incubacdo, fase assintomatica que dura geralmente duas a quatro semanas; o periodo de
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infeccdo aguda, de rdpida replicacdo viral acompanhado de um decréscimo significativo das
células T CD4+; o periodo de laténcia, de poucos ou nenhuns sintomas que pode durar desde
duas semanas a vinte anos ou mais; e, por fim, a SIDA, o periodo final da infeccdo
caracterizada por sintomas de varias doencas oportunistas (infecciosas e tumorais), que sdo a
maior causa de morbilidade e mortalidade entre os individuos infectados com VIH-1 [11].

A Unica forma de detectar uma infecgdo por VIH-1 é efectuar um teste para o virus,
dado que os sintomas e os periodos de laténcia variam de pessoa para pessoa e que é usual
gue alguns individuos ndo tenham sintomas durante muitos anos.

A CDC definiu a SIDA como o resultado da infeccao por VIH quando a quantidade de
células CD4+ n3o chega a 200/mm® e/ou quando had desenvolvimento de determinadas
doencas oportunistas [11,12]. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerou a SIDA como
uma pandemia na popula¢cdo humana [13].

O desenvolvimento de novos tratamentos mais eficazes e seguros tem baixado

substancialmente o nimero de mortes onde os farmacos estao disponiveis.

I.3. A Terapéutica
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Actualmente ndo ha vacina nem cura para a infecgao
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por VIH ou para a SIDA. O Unico método conhecido de

Reverso

prevencdo é evitar a exposi¢ao ao virus. Desde a descoberta
do VIH em 1984, e portanto do seu mecanismo de ac¢do e

ciclo de proliferagao viral, que o tratamento se tem focado no
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Figura 1.3 | Diferentes locais de inibigdo do ciclo viral do VIH-1.

Adaptado de [15].
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O melhor tratamento que existe até hoje, surgido no final dos anos 90, é a terapia
antiretroviral altamente activa ou HAART (do inglés Highly Active Antiretroviral Therapy). Este
tratamento consiste num cocktail ou combinag¢des de pelo menos trés farmacos pertencendo a
pelo menos duas classes diferentes de agentes antiretrovirais.

Estes fdrmacos antiretrovirais sdo classificados segundo o seu alvo entre os diferentes
passos do ciclo viral do VIH. Existem cinco classes que incluem: os inibidores da transcriptase
reversa andlogos de nucledsidos/nucledtidos ou NRTIs/NtRTIs (do inglés Nucleoside/Nucleotide
Reverse Transcriptase Inhibitors); os inibidores da transcriptase reversa nao analogos de
nucledsidos/nucledtidos ou NNRTIs (do inglés Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor);
inibidores de protease ou Pls (do inglés Protease Inhibitors); inibidores da penetracdo viral; e
inibidores do integrase. Geralmente a terapia HAART é composta por dois NRTIs e um Pl ou um
NNRTI.

Os NRTIs foram os primeiros fadrmacos anti-VIH descobertos. O seu alvo é o TR, que
oferece dois locais de inibi¢cdo: o local de ligacdo ao substrato e o centro alostérico (que difere

do local de ligagdo ao substrato apesar de estarem préximos).

Figura 1.4 | Transcriptase Reversa do VIH-1. a | Estrutura
DHNA template
g

tridimensional do Transcriptase Reversa do VIH-1. b |
Complexo do Trancriptase Reversa com um template
primer de DNA (cadeia a branco). O heterodimero do TR
consiste na subunidade p66 (azul escuro) e p51 (azul claro).
Os dois ides de magnésio no centro activo estdo
representados como bolas purpuras. As cadeias laterais dos
aminodcidos do centro activo estdo representadas a verde
como esferas van der Waals. Os residuos de ligagdo dos

NNRTI’s ao centro alostérico estdo representados a amarelo

como esferas van der Waals. Adaptado de [15].

Os NRTIs sdo pré-fdrmacos e requerem trés passos de fosforilacdo catalisados por

cinases celulares para serem convertidos a sua forma activa. Os metabolitos activos vao actuar
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como inibidores competitivos ou como substratos alternativos em relagdao aos nucledsidos
levando a terminacdo da elongacdo da cadeia de DNA. Exemplo deste tipo de farmacos sdo a
zidovudina (AZT, 1, Figura 1.5), o primeiro farmaco anti-VIH aprovado pela Food and Drug

Administration (FDA) e o abacavir [15].

HO o

(1)

Figura 1.5 | Estruturas moleculares do NRTI Zidovudina (1).

Os NtRTIs tém um modo de accdo semelhante aos analogos de nucledsidos mas a
presenca do grupo fosfonato implica apenas dois passos de fosforilacdo para a activacdo do
farmaco. Assim sdo capazes de ultrapassar o passo de fosforilagdo do nucledsido que pode
limitar a actividade do farmaco, para além de ndo estarem sujeitos a ac¢do de esterases que
normalmente convertem o nucledsido monofosforilado em nucledsido, algo que ndo acontece
tdo facilmente com o grupo fosfonato. Um exemplo deste tipo de farmaco é o tenofovir.

Os NNRTIs foram descobertos em 1990 e tém como alvo o centro alostérico do TR
apenas da subespécie VIH-1, que fica exposto apds a sua ligagdo ao substrato, e a que se ligam
levando a uma alteracdo conformacional do enzima, inibindo, assim, a sua actividade. Dai
estes farmacos ndo serem eficazes contra a subespécie VIH-2 pois esta tem um centro
alostérico com conformacdo diferente. A sua ligacdo ao TR é directa e leva a uma inibicdo nao
competitiva da sua actividade [15,16]. Estes farmacos sdo muito importantes na terapéutica
HAART em pacientes que vao tomar a primeira medicacdo devido a sua poténcia, seguranca e
facil dosagem. No entanto, a relativa rapida ocorréncia de resisténcias, resultantes de
mutacdes no centro alostérico onde os NNRTIs se ligam, torna-se numa séria e recorrente
limitagdo. Exemplos destes farmacos sdo a nevirapina (2), o efavirenze (3) e a delavirdina (4).
Apesar de terem o mesmo mecanismo de accao estes compostos sdao muito diferentes
estruturalmente e apresentam diferentes caracteristicas farmacocinéticas (Figura 1.6). Todos
sdo metabolizados pelo citocromo P450 (CYP450) pelo que tém um significado clinico

relevante quanto a interac¢do com outros farmacos, principalmente antiretrovirais [16,17].
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Figura 1.6 | Estruturas moleculares dos NNRTI’s Nevirapina (2), Efavirenz (3) e Delavirdina (4).

Os Pls, como o nome indica, tém com alvo o protease do VIH. Estes farmacos foram
inicialmente introduzidos na terapia HAART, mas retirados mais tarde devido aos seus
adversos efeitos secundarios e problemas de dosagem. Mais tarde com o aparecimento dos
NNRTIs foram substituidos por estes. No entanto, novos Pls, que ultrapassem estes problemas
e que tenham actividade contra resisténcias virais, estdo em desenvolvimento. Os Pls usados
actualmente sdo considerados peptidomiméticos — contém um grupo hidroxietileno que
substitui a ligacdo peptidica duma das proteinas que a protease vai clivar em proteinas da
capside maduras e enzimas. Os Pls vdo, entdo, competir com o substrato para o protease e
acabam por se ligar a este inibindo a sua actividade enzimatica. Exemplos destes farmacos sdo
0 saquinavir, o ritonavir ou o lopinavir.

Os inibidores da penetracdo viral podem interagir com a fusdo da particula viral com a
membrana celular ou com a sua ligacdo aos co-receptores celulares.

Os inibidores da fusdo do VIH s3do péptidos que correspondem a precursores
glicoproteicos do envelope do VIH-1. O enfuvirtide foi o primeiro inibidor de fusdo a ser
aprovado e por ser de natureza proteica é injectado subcutaneamente duas vezes por dia,
geralmente combinado com o regime HAART [15].

Os antagonistas dos co-receptores celulares (as quimiocinas CCR5 e CXCR4) para o VIH,
sdo pequenas moléculas que inibem a infeccdo da célula hospedeira com o virus VIH-1.
Exemplos deste tipo de fdrmacos sdo o mozobil, maraviroc e o vicriviroc.

Os inibidores do integrase inibem a reac¢do de transferéncia da cadeia de DNA no

processo de integracdo, um passo crucial na manutencdo estavel do genoma viral, assim como
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expressdo e replicacdo viral eficaz. Estes farmacos tém demonstrado uma enorme
potencialidade. Entre eles encontram-se o raltegravir e o elvitegravir.

Novas classes de farmacos anti-VIH comecaram a surgir, de modo a ultrapassar as
resisténcias criadas pelos farmacos ja usados, e procuram actuar noutros locais do ciclo de vida

do VIH. Sao eles, por exemplo, os inibidores da maturacgdo do VIH [15].

.4. A Nevirapina
A Nevirapina (11-ciclopropil-5,11-di-hidro-4-metil-6H-dipirido[3,2-b:2’,3"-e][1,4]
diazepina-6-ona, NVP, 2) foi o primeiro farmaco anti-VIH-1 da classe dos NNRTIs a ser
aprovado. Com o nome comercial de Viramune® fabricado na farmacéutica Boehringer
Ingelheim, foi aprovado pela FDA em 21 de Junho de 1996 para adultos e a 11 de Setembro de
1998 para criancas [18, 19]. S6 em 1997 é que foi aprovado na Europa [19]. A NVP foi

descoberta por Hargrave e colaboradores, também, na Boehringer Ingelheim [20].

CHy v O
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14 _ [2]

Figura I.7 | Estrutura da NVP (2).

A NVP (2) pode ser sintetizada de acordo com varios processos desenvolvidos desde a
sua descoberta. Actualmente o melhor processo descrito para a sintese da NVP é o do
Esquema 1.1 [21], que envolve a piridina 5 num primeiro passo de amidacdo por reac¢do com a
ciclopropilamina 6, sob aquecimento, seguida de hidrdlise acida ficando na forma zwiteridnica
8. Este composto é isolado e clorado para dar 9, a que é adicionada a piridina 10 levando a
formacdao da amida 11 que com a adicdo de uma base forte promove a ciclizacdo dando

origem a NVP (2).
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Esquema I.1 | Esquema reaccional para a obtengdo da NVP. Adaptado de [21].

Sendo um NNRTI, a NVP estd indicada para o tratamento da infecgao apenas por VIH-1.
No entanto, ndo deve ser administrada como monoterapia devido a alta, rapida e uniforme
ocorréncia de resisténcias resultantes de mutagdes no centro alostérico da TR, onde a NVP se
liga. A NVP esta, preferencialmente, indicada para a terapéutica HAART, isto é, deve ser
tomada em combinacdo com, pelo menos, dois agentes antiretrovirais, de preferéncia com
NRTIs. O Unico caso onde a NVP pode ser administrada sozinha, é a mulheres que estejam em
trabalho de parto e que ndo estejam a ser tratadas com antiretrovirais, aos recém-nascidos,
apenas uma dose oral durante as primeiras 24 horas de vida, de modo a prevenir a
transmissdo vertical [22] e, ainda, durante a amamentac¢do com leite materno [23].

A accdo da NVP depende de varios factores, entre eles, a farmacéutica, a

farmacocinética, a farmacodindmica e o metabolismo.
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Na terapéutica HAART a NVP é administrada oralmente a 200 mg por dia durante os
primeiros 14 dias de tratamento e depois a 400 mg por dia [24]. A fase farmacéutica inicia-se
na boca e termina no local da absorc¢do e transporte para o sangue.

A NVP é rapida e praticamente toda absorvida, tendo uma biodisponibilidade oral de >
90% (para uma dose de 50 mg) [25]. Uma experiéncia com a administragdo intravenosa da
NVP, marcada radioactivamente, a adultos saudaveis revelou que a NVP é amplamente
distribuida por todos os tecidos humanos, incluindo o liquido encefaloraquidiano, o liquido
amiético, ja que a NVP atravessa a placenta, e o leite materno [26].

A NVP é altamente lipofilica e ndo ionizdvel a pH fisioldgico. Com uma percentagem de
ligacdo a proteinas de transporte do plasma (por exemplo a albumina) de 50-60%, apresenta
um tempo de meia-vida entre 25-30h sem sofrer alteracdes significativas com a ingestao de
comida [16].

A NVP é um farmaco potente, que na terapia HAART em combinacdo com outros
farmacos, como a zidovudina (1), tem demonstrado suprimir eficazmente a carga viral quando
usado como primeira terapia. Como descrito acima, a NVP (2) inibe selectiva e ndo
competitivamente a actividade enzimatica do TR ao ligar-se ao seu centro alostérico, que é
diferente do local de ligagdo ao substrato apesar de estarem perto, alterando a sua
conformacdo tridimensional e impedindo a sua fungdo de converter a cadeia de RNA em DNA
viral diminuindo a replicagdo viral e, consequentemente, a carga viral no sangue e o nimero
de células infectadas. A NVP (2) ndo compete com templates ou com nucledsidos trifosfatados

e ndo inibe o TR do VIH-2 nem qualquer outro polimerase humano [27].

1.4.1. Efeitos toxicos e metabolismo da NVP

Apesar da fécil sintese e formulacdo, da grande potencialidade como farmaco anti-VIH-
1, da biodisponibilidade oral, boa distribuicdo e da elevada permanéncia no organismo com
actividade, a NVP apresenta determinados efeitos secundarios.

O efeito secundario mais comum associado a NVP (e genericamente aos NNRTIs) é
irritacdo cutanea. As irritacdes cutaneas verificam-se, de uma maneira geral, dentro das
primeiras seis semanas em mais de 35% de individuos em tratamento com NVP [19].
Geralmente estas irritagdes ocorrem com maior incidéncia em mulheres do que em homens,
com maior nimero de células CD4+ [28]. Para além destas irritagdes cutdneas foram também
observadas outras reac¢Oes cutaneas mais severas e fatais como o Sindrome de Stevens-
Johnson, necrose epidermal téxica e hipersensibilidade [19]. As irritagbes cutaneas tém sido
descritas desde o inicio do uso da NVP (2) e de modo diminuir o risco, o fabricante (Boehringer

Ingelheim) aconselha uma toma progressiva.
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A NVP é também associada com hepatotoxicidade. Em 2000 a FDA publica um alerta
avisando que a NVP (2) pode causar severos e irreversiveis danos no figado que podem ser
fatais [29]. Também, neste caso, estatisticas indicam maior incidéncia em mulheres e em
individuos com maior nimero de células CD4+. Apesar de a hepatotoxicidade se verificar um
pouco mais tarde desde o inicio do tratamento com NVP, até as 12 semanas, mas com
tendéncia para se agravar com o tempo [30,31]. Por isso é indispensdvel um controlo rigoroso
de alguns enzimas hepaticos (como os transaminases AST e ALT) indicadores da funcdo
hepdtica em todos os individuos que tomam NVP e caso haja o desenvolvimento de hepatite a
toma de NVP deve ser permanentemente descontinuada [30,32]. Caso o individuo sofra de
algum tipo de hepatite para além de ser VIH-1 positivo, a NVP ndo |he devera ser prescrita, ja
gue o risco de hepatotoxicidade serd ainda maior.

Estes efeitos secunddrios da NVP levaram as autoridades dos EUA a restringir a
administracdo do farmaco a individuos com menor risco de os desenvolver, excluindo, assim
mulheres com nimero de células CD4+ acima de 250 e homens com numero de células CD4+
acima de 400 [19].

Em 2006 surge uma polémica noticia que dava conta do uso da NVP como parte do
plano terapéutico financiado pelos EUA e aprovado pelo entdo presidente George W. Bush
para a ajuda ao combate & SIDA em Africa, depois do alerta da FDA e deste farmaco ter sido
descontinuado nos EUA. Para além deste facto, soube-se, também, que tinham sido feitos
testes clinicos com a NVP no Uganda que reportaram casos de toxicidade e, pelo menos
catorze mortes durante o estudo e que esta informacdo tinha sido censurada [33]. Esta
controvérsia voltou a alertar para o uso de populacdes de paises em desenvolvimento,
especialmente em Africa, para testes clinicos de farmacos potencialmente téxicos mas que por
serem baratos sdo ainda utilizados.

Efectivamente, sabe-se que a NVP é ainda o NNRTI mais utilizado em paises em
desenvolvimento, nomeadamente no continente africano, o que levanta preocupacdes quanto

a sua administracdo crénica especialmente a criancas.

A biotransformacdo dos xenobidticos, frequentemente, ndo resulta numa
destoxicagdo, mas sim, numa activacao, havendo um aumento da toxicidade relativamente ao

composto inicial (Esquema 1.2).
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Esquema 1.2 | Desintoxicagdo vs. Activagdo.

Segundo estudos in vivo em humanos a metabolizagdo da NVP (2) ocorre
principalmente via oxidacdo pelo CYP450 (EC 1.14.14.1), seguida de glucuronidacdo e excrecao
urinaria [34]. Nesse estudo mostra-se que a NVP é oxidada numa das posicGes aromaticas 2-
(12), 3- (13) ou 8-hidroxi-NVP (14) (2-, 3-, 8-OH-NVP) ou no grupo 4-metilo formando o 12-
hidroxi-NVP (12-OH-NVP, 15) que pode ser, por sua vez, oxidado a acido carboxilico formando
o 4-carboxi-NVP (16) (Esquema 1.3). Noutro estudo in vitro com microssomas hepaticos
mostrou-se que a NVP (2) é, principalmente, metabolizada pelo CYP3A4 e CYP2B6 [34]. Este
estudo sugere que os metabolitos hidroxilados da NVP (2), 2- e 12-OH-NVP sdo exclusivamente
formados pelo CYP3A4 e os 3- e 8-OH-NVP formados pelo CYP2B6, podendo o metabolito 8-
OH-NVP ser, também, metabolizado pelo CYP3A4.

Sendo a NVP (2) um indutor dos isoenzimas CYP3A4 e CYP2B6, vai diminuir a
concentragdo e, consequentemente, atenuar o efeito terapéutico de outros farmacos que
sejam também metabolizados por estes enzimas da Fase |. Além disso, estudos revelam que a
NVP pode, também, actuar como inibidor, pelo menos do isoenzima CYP3A4, apesar de tal s6
se ter verificado com concentragdes muito elevadas comparadas com as doses terapéuticas
[34]. O efeito indutor que a NVP exerce sobre os isoenzimas CYP3A4 e CYP2B6 pode dar-se da
mesma maneira com outros farmacos, alterando a concentracdo de NVP no plasma, seja ele
indutor ou inibidor.

Todos os grupos hidroxilo poderdo sofrer conjugacao, sendo a excrec¢do urindria dos
derivados glucorénicos a maior via de eliminacdo da NVP (2). O derivado 12-sulfoxi-NVP (17)

foi recentemente detectado por LC-MS em extractos urindrios de ratos tratados com 12-OH-
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NVP (15) [28]. Por outro lado, a semelhanca de outros farmacos [35], é concebivel que os

metabolitos fendlicos da NVP sofram reac¢ées de oxidacdo a quinonas e semi-quinonas [36].

glucordnido 3-OH-NVP

T (16) N

glucorl’)nido 12-0OH-NVP
A %m
GH: oy 0 / wa/ R
N
4 <

CYP2Bo
CHy o cvpsaa
(13) N 7
| = (15)
- 7N

L glucordnido 8-0OH-NVP
glucorénido 2-OH-NVP

Esquema 1.3 | Vias metabdlicas da NVP. Adaptado de[26].

A activacdao dos xenobidticos podera resultar na formagdo de metabolitos reactivos,
normalmente derivados electréfilos, susceptiveis de estabelecer ligagdes com
biomacromoléculas como proteinas ou DNA, formando adutos covalentes que poderdo estar
na génese de eventos (geno)toxicos [37]. Para além disso, existem estudos que associam a
bioactivacdo e a formacdo de adutos a toxicidade de farmacos [38], isto é, se todos os
mecanismos de reparacado celular falharem, a célula é conduzida a toxicidade (Esquema 1.2).

Assim, todos os metabolitos da NVP (2) poderdo, sob a ac¢do de enzimas da fase Il, dar
origem a electrdfilos capazes de reagir com bionucledfilos, levando a formacao de adutos de

proteinas ou DNA, que poderdo estar na génese da toxicidade da NVP (2).
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I.5. A formacgao de adutos do tipo farmaco-proteina

Tal como ja foi referido, a maioria dos adutos descritos que resultam do metabolismo
de xenobidticos, envolve a ligacdo entre o metabolito electrdfilo e proteinas ou DNA. Estas
biomoléculas sdo nucleofilicas e capazes de reagir e formar ligacGes covalentes com
electrofilos disponiveis. O aduto farmaco-proteina pode-se definir, entdo, como um complexo
proteico que se forma quando o farmaco ou, mais frequentemente, os seus metabolitos
electroéfilos se ligam covalentemente a uma proteina [37].

Antunes et al. desenvolveram um trabalho pioneiro no estudo da capacidade de
formacdo de adutos de DNA derivados do metabolito 12-OH-NVP (15) onde a identificacdo de
varios adutos com nucledsidos indicam que a metabolizacdo do composto 15 podera
contribuir para a toxicidade da NVP [39]. Resultados recentes vieram consolidar esta hipdtese.
Estudos efectuados com ratos sugerem que o 12-OH-NVP (15) é o metabolito responsavel pela
irritacdo cutanea [28,40]. Para além disso, foi ja identificado por LC-MS um aduto com o
glutationo (GSH) em incubagbes contendo NVP e microssomas suplementados com NADPH e
em individuos infectados com VIH [41], o que é uma clara evidéncia de que os metabolitos da
NVP tém capacidade para reagir com bionucledfilos [42].

A monitorizagdo destes adutos farmaco-proteina torna-se indispensavel. Bons
métodos de separacgao, identificagdo e quantificacdo ajudam na caracterizagdao e compreensao
dos mecanismos envolvidos na toxicidade. Mais do que isso, é indispensdvel a obtengdo de
biomarcadores. Os biomarcadores podem-se definir como caracteristicas que sdo
objectivamente medidas e avaliadas como um indicador de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a intervencdes terapéuticas [43]. Os
biomarcadores podem-se distinguir em dois tipos: os biomarcadores de exposicdo e os
biomarcadores de efeito. Os primeiros tém ajudado na compreensdo do metabolismo em
diferentes espécies e os efeitos na estabilidade quimica e na reparagdo de DNA em diferentes
tecidos. Os segundos sao Uteis na compreensdo de mutagdes genéticas e cromossomais em
resposta a diferentes doses (relagdo dose-toxicidade) [44].

A importancia dos adutos covalentes e dos metabolitos é sublinhada pelo facto de
serem considerados biomarcadores de exposicdo cuja monitorizagdo possibilita a
compreensdo do metabolismo em diferentes espécies e os efeitos na estabilidade quimica e na
reparacao do DNA em diferentes tecidos.

O DNA e as proteinas sdo o exemplo mais citado de biomacromoléculas como
biomarcadores, uma vez que apresentam caracteristicas que as tornam bons biomarcadores:
moléculas biologicamente activas in vivo capazes de formar adutos estaveis que permane¢am

numa concentracdo significativa nos tecidos. Por outro lado, a formacdo de adutos depende,
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também, da reactividade do xenobidtico ou intermediario electrofilico e do seu tempo de
meia-vida in vivo [45]. Entre as proteinas descritas como bons biomarcadores estdo a
hemoglobina e a albumina (Tabela I.1) [46]. Ambas apresentam propriedades vantajosas nesta
area: facil acessibilidade; possibilidade de obtencdo de grandes quantidades; cinéticas e
turnovers conhecidos; levam a formacdo de adutos que ndo sdo removidos por sistemas de
reparacgdo celulares, quando comparados com adutos com o DNA, e que sdo quimicamente

estaveis [45, 46].

Tabela 1.1 | Biomacromoléculas usadas como biomarcadores, a sua biodisponibilidade e turnovers.

Adaptado de [45].

Macromoléculas Tipo de amostra Quantidade presente no sangue Turnover

Tempo de vida:

Humanos 126 dias

Hemoglobina Hemacias 150 mg/mL
Ratos 60 dias
Ratinhos 40 dias
Tempo de meia-vida:
Albumina do soro Humanos 20 dias
Plasma sanguineo 30-45 mg/mL
humana Ratos 2,5 dias
Ratinhos 1,9 dias
DNA Leucdcitos 6 mg/mL Cinética complexa

De uma maneira geral a espectrometria de massa, quando acoplada a técnica de
cromatografia de HPLC, tem sido, por exceléncia, o método usado na deteccdo e quantificacao
de adutos de DNA e proteicos, e mais recentemente, o uso de técnicas imunoldgicas e de

fluorescéncia [45, 47].

1.6. Objectivos
No presente trabalho pretendeu-se preparar e caracterizar adutos da NVP com
aminodcidos especificos in vitro, derivados do metabolito 12-OH-NVP (13), que servirdo, como
padrées para investigar a forma¢do dos mesmos com oligopéptidos e proteinas in vitro e,
posteriormente, monitorizar in vivo a biotransformacdo da NVP. Paralelamente pretendeu-se
determinar quais os adutos que se formam maioritariamente in vitro com a albumina

modificada com o derivado electréfilo da NVP.
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Il.1. Preparagao e caracterizagdo estrutural do modelo electrofilo 12-MsO-NVP

Um dos objectivos deste trabalho foi a preparacgdo e caracterizacdo de adutos da NVP
(2) com aminoacidos nucledfilos especificos in vitro, derivados do metabolito 12-OH-NVP (15),
que servirdo, como padrdes para investigar a formacdo dos mesmos com proteinas in vitro e,
posteriormente, monitorizar in vivo a biotransformac¢do da NVP (2). Para isso, a semelhanga do
gue ja foi feito nos estudos de reactividade com DNA e bases de DNA [39] utilizou-se um
modelo sintético do electrdfilo 12-sulfoxi-NVP (17) identificado in vivo [28], o 12-mesiloxi-NVP
(12-MsO-NVP, 18). Este derivado sintético foi utilizado por ser muito estdvel, de facil sintese e
por se esperar que tenha uma reactividade semelhante ao do metabolito 17 na presenca de
bionucleodfilos. A preparagdo do modelo electréfilo 18 foi efectuada em dois passos (Esquema
11.1). O primeiro passo envolveu a oxidagdo de 2 na posi¢do 12 para a sintese do metabolito 15.

No segundo passo o metabolito 15 foi convertido no derivado electréfilo 18 por mesilagao.

HaC o /7
HO P
CH: 4 o H 0O H
N N N
| s 1) LDA | o 1) Et.N, MsCl o=
, Ms
P /N 2) MoOPH e VAR 5 - | P

- - %
NAN N:/ THF, 402 -35°C 4“ NJ THF, 0°C N7

(2) (15) (18)

Esquema Il.1 | ReacgGes realizadas para a sintese do modelo electréfilo 12-MsO-NVP (18).

A oxidacdo da NVP (2) a 12-OH-NVP (15) foi efectuada segundo a adaptagdo dum
método ja descrito na literatura [48], envolvendo a adi¢do de di-isopropilamideto de litio (LDA)
para a formacdo do anido da NVP seguida da adicdo do agente oxidante complexo
hexametilfosforamida(oxodiperoxido)(piridina)molibdénio (MoOPH). Com a adi¢do de LDA ha
a formagdo in situ dos aniGes nas posicées 7 e 12 da NVP, sendo este ultimo,
termodinamicamente favorecido, pelo que a sua formagdo é conseguida com um controlo
rigoroso da temperatura. De seguida o anido é directamente oxidado com MoOPH.

A formacgao do metabolito 15 foi realizada neste trabalho com a adigdo de 7,2 eq LDA a
NVP dissolvida em THF a -40°C e adicdo de 2,0 eq de MoOPH. A mistura reaccional obtida foi
purificada por cromatografia short path, tendo-se obtido um sdlido esbranquicado com um
rendimento de 32%.

Os dados espectroscépicos do produto obtido encontram-se na Tabela Il.1 As analises
dos espectros de IV, EM e RMN (1H RMN, B¢ RMN, DEPT, HSQC e HMBC) permitiram

comprovar a formacdo do metabolito 15:
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e No espectro de IV observa-se a existéncia de uma banda a 3236 cm™ concordante com
a frequéncia de vibragdo da ligacdo O-H do grupo hidroxilo e N-H do grupo amida, e de
uma banda a 1646 cm™ concordante com a frequéncia de vibracdo da ligagdo C=0 do
grupo amida.

e No espectro de 'H RMN observam-se os seguintes sinais: um singuleto a 9,72 ppm
correspondente ao protdo labil da amida; sinais na zona de 8,51 a 7,19 ppm
correspondentes aos cinco protSes aromaticos, evidenciando que a oxidagdo ndo
ocorreu em posicdao aromadtica; um multipleto a 5,55 ppm correspondente ao protao
Iabil do grupo hidroxilo em posicdao “benzilica” destacando o acoplamento aos protées
do carbono da posicdo 12; dois duplos dupletos a 4,75 e 4,53 ppm correspondentes
aos protdes do carbono da posicdo 12 (cada um destes duplos dupletos apresenta uma
constante de acoplamento de 15 Hz, devido ao acoplamento geminal entre os dois
protdes da posicao C12 e uma constante de acoplamento de 5 Hz devido ao
acoplamento com o grupo hidroxilo, evidenciando a natureza pré-quiral desta
posicdo). A existéncia do anel ciclopropilo é evidenciada pela presenga dos sinais entre
3,65 e 0,29 ppm (H13, 14 e 15), no espectro de 'H RMN, e a 29,7 ppm (C13)e 9,2e 8,9
ppm (C14 e C15) no espectro de *C RMN.

e No espectro de *C RMN observa-se o sinal de um carbono secundario a 59,3 ppm que
apresenta correlagdo no espectro de HSQC com os dois duplos dupletos
correspondentes aos sinais dos protdes do carbono da posicao 12, sendo o desvio
deste sinal compativel com a presenca na molécula de um carbono secundario ligado a
um atomo de oxigénio.

e O espectro de massa, obtido por impacto electrénico (El), apresenta um ido molecular
a m/z 282 compativel com a formac3o do produto hidroxilado. E possivel observar um
fragmento de m/z 263 que resulta da perda de uma molécula de dgua, a partir do ido
molecular, sendo esta fragmentac¢do caracteristica de compostos hidroxilados [49].

A atribuicdo dos sinais dos espectros de 'H RMN e *C RMN foi efectuada com base nas
correlagdes observadas nas experiéncias de RMN bidimensionais heteronucleares — HSQC e
HMBC, tal como ja foi referido. No espectro de HSQC os protdes do carbono da posicao 12
apresentam correlacdo com o sinal a 59,3 ppm. No espectro de HMBC os mesmos protdes
apresentam correlacdo com dois carbonos quaterndrios — carbonos nas posicdes 4 e 4a, a
144,6 e 121,1 ppm, respectivamente — e ainda com o sinal do carbono tercidrio na posi¢do 3 a
119,8 ppm. O protdo do grupo hidroxilo apresenta no espectro de HMBC uma correlacdo, a
duas ligagdes, com o carbono da posicdo 12 (59,3 ppm) e uma correlagdo a trés ligagées com o
carbono na posicdo 4 (144,6 ppm). A atribuicdo dos restantes sinais foi feita de modo anélogo

ao descrito.
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Figura 1.2 | Estrutura do 12-OH-NVP (15).
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Tabela 11.1 | Dados espectroscépicos obtidos para o metabolito 15.

. BCRMN EM (EI)
IV (KBr) H RMN (DMSO-dg)
. (DMSO-dg) m/z
Vimax /cmM’ o/ppm J /Hz
S /ppm (i.r./ %)
167,3 (C6)
3263 O-H 9,72 (1H, s, troca com D,0 NH) 160,3 (C10a)
1646 C=0 8,51 (1H,dd,J=4,8 e 1,9 H9) 154,1 (Cl11a)
8,19 (1H,d,J=4,8 H2) 151,8 (C9)
8,01 (1H,dd,J=7,7 e 1,9 H7) 144,6 (C4) .
282 [M]" (73)
7,25 (1H, d, J=4,8 H3) 144,3 (C2) .
281 [M-H]" (42)
7,19 (1H, dd,J=7,7 e 4,8 H8) 140,5 (C7) .
263 [M-H,0]" (30)
5,55 (1H, m, OH) 123,4 (C4a)
251 [M-OH-
4,75 (1H, dd, J=15,2 e 5,7 H12) 121,1 (C6a) .
CH,(ciclopropilo)]
4,53 (1H, dd, J=15,2 e 4,9 H12) 119,8 (C3) ( )
100
3,65-3,61 (1H, m, H13) 118,7 (C8)
0,88 (2H, d, J=6,0 H14 ou H15) 59,3 (C12)
0,41-0,29 (2H, m, H14 ou H15) 29,7 (C13)

9,2 (C14+C15)
8,9 (C14+C15)

A formagdo do electréfilo 12-MsO-NVP (18) a partir do metabolito 12-OH-NVP (15) foi

conseguida através de uma reaccdao que, envolvendo a utilizacdo de 1,1 eq. de cloreto de

metanossulfonilo (MsCl) na presenca de uma quantidade equimolar de trietilamina (EtsN),

levou a formagdo do composto 18 com um rendimento de 83%.

Os dados espectroscépicos do produto obtido encontram-se na Tabela 11.2. Os

compostos 15 e 18 sao semelhantes estruturalmente excepto no grupo substituinte do

carbono da posicdao 12, Unica diferenca que os permitiu distinguir através de analises

espectroscopicas de IV e RMN (*H, **C RMN, DEPT, HSQC e HMBC) e por EM:

No espectro de IV observa-se o aparecimento de duas bandas a 1359 e 1177 cm™
correspondentes a frequéncia de vibracdo das ligacgées S=0O do grupo
metanossulfonilo. Observou-se também a auséncia da banda correspondente a
frequéncia de vibragao da ligagdo O-H.

Embora os espectros dos compostos 15 e 18 tenham sido adquiridos em solventes
diferentes é notdrio um desvio para campo mais baixo dos sinais de *H RMN (de 4,75 e

4,53 ppm para 5,46 a 5,39 ppm) e *C RMN (de 59,3 para 66,0 ppm) correspondentes
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aos protdes e carbono da posi¢cdao 12 do composto 18 quando comparado com os
correspondentes ao composto 15, devido ao efeito desblindante do grupo
metanossulfonilo.

e A presenca do grupo metanossulfonilo é comprovada pela existéncia no espectro de
'H RMN de um singuleto a 2,78 ppm correspondente aos trés protdes do grupo metilo,
gue no espectro de HSQC apresenta uma correlagdo com o sinal de um carbono
primario a 38,0 ppm.

e No espectro de massa, obtido por impacto electrénico (El), observa-se o ido molecular
a m/z 360 compativel com o produto mesilado. Apresenta, ainda, dois picos a m/z 281
e m/z 265, correspondentes a perda dos radicais metanossulfonilo e metanossulfoxilo
a partir do iao molecular, respectivamente.

A atribuicdo dos restantes sinais de *H RMN e *C RMN foi feita de modo analogo ao
descrito para o composto anterior, tendo como base as correlagdes observadas no espectro de

HSQC e HMBC.

(18)

14

Figura 11.3 | Estrutura do 12-MsO-NVP (18).
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Tabela 11.2 | Dados espectroscopicos obtidos para o metabolito 18.
13
IV (KBr) 'H RMN (DMSO-dg) C RMN EM (E1)
Jem? 8/ppm J /H (DMSO-dg) m/z
Vmax PP z 3 /ppm (1. r./%)
168,2 (C6)
159,2 (C10a)
8,94 (1H, s, NH) 154,0 (C11a) 360 [M[" (10)
3191 N-H -
8,56 (1H, dd,J=4,6 e 1,6 H9) 151,2 (C9) 345 [M-CHsJ* (3)
1665 C=0 —
8,33 (1H, d, J=4,8 H2) 144,4 (C2) 331 [M-H-COJ" (56)
1359 5=0 _
8,15 (1H, dd,J=7,6 e 1,5 H7) 141,8 (C7) 281 [M-CH550,]" (85)
11775=0 7,15 (1H, d, J=4,9 H3) 136,0 (C4)

7,10
5,46-5,39
3,75-3,70

2,78
1,00-0,95
0,52-0,44

(

(

(

(

(

(1H, dd, J=7,6 e 4,8 H8)
(2H, m, H12)

(1H, m, H13)

(3H, s, CHs)

(2H, m, H14 ou H15)
(

2H, m, H14 ou H15)

124,0 (C4a)
120,5 (C6a)
119,9 (C3)
119,4 (C8)
66,0 (C12)
38,0 (CHs)
29,9 (C13)

9,3 (C14+C15)
9,1 (C14+C15)

265 [M-CH;S03]" (44)
249 [M-CHsS0s-
CH,(ciclopropilo)-
2H(ciclopropilo)]* (100)

Avaliagdo da toxicidade do farmaco anti-VIH Nevirapina: Formagao de adutos do tipo farmaco-proteina

23



Capitulo Il Resultados e Discussdo

I.2. Formacgao e caracterizacdo estrutural de adutos a partir de aminoacidos livres e do
glutationo

Para a formagdo dos adutos entre o modelo electréfilo 12-MsO-NVP (18) e o
aminodcido nucledfilo é necessario, de acordo com a definicdo de aduto [37], o
estabelecimento de uma ligagdo covalente entre as duas unidades. Os aminodacidos usados
neste estudo de reactividade sdo aminodcidos com grupos nucleéfilos na sua cadeia lateral,
podendo assim, reagir com o 12-MsO-NVP (18). Os aminodcidos escolhidos foram o triptofano
(Trp, 19), a histidina (His, 20), a arginina (Arg, 21), a lisina (Lys, 22) e a cisteina (Cys, 23). Foi
também testada a reactividade do modelo electréfilo 18 em relagdo ao tripéptido endégeno
glutationo (GSH, 24).

Anteriormente a este trabalho foram realizadas reac¢des de formacdo de adutos com
alguns aminoacidos, passando por uma primeira fase de optimizacdo das condi¢des
reaccionais [50]. As condicGes experimentais testadas envolveram a utilizacdo de diferentes
solventes e a variacdo do numero de equivalentes de aminoacido utilizado. Os sistemas de
solventes utilizados foram: o THF; tamp3o fosfatos pH 7,4/THF; 4gua/THF; DMF; tampao
fosfatos pH 7,4/DMF; dgua/DMF. Quanto a quantidade de aminoacido foram testados 1,0 eq,
2,0 eq, 4,0 eq e 10 eq. Os resultados obtidos revelam que o meio reaccional mais adequado é a
mistura tampdo fosfatos pH 7,4/ THF usando um excesso de 4,0 eq de aminoacido. Estas
foram, também, as condicGes utilizadas neste trabalho nos ensaios de modificacdo dos
aminoacidos e do GSH que decorreram a temperatura ambiente durante um intervalo de
tempo variavel (duas horas a quatro dias). Para cada caso os adutos foram isolados por HPLC
semi-preparativo e, sempre que possivel, foram totalmente caracterizados por RMN (*H RMN,
13C RMN, DEPT, HSQC e HMBC) e EM. No entanto, apenas foi possivel caracterizar os adutos
obtidos das reac¢des com o triptofano, cisteina e com o glutationo, devido aos restantes
adutos terem sido isolados em quantidades muito baixas (<0,1 mg).

A reacgdo entre os compostos 18 e o 19 levou a formagdo de quatro produtos mas
apenas o maioritdrio se conseguiu caracterizar completamente, dado que ndo se obteve
guantidade suficiente dos restantes produtos para possibilitar a sua caracterizagdo estrutural
completa. O aduto maioritdrio foi obtido com um rendimento relativamente elevado (7%) apds
um tempo de reacc¢do de 4 dias. A reacgdo entre os compostos 18 e 23 levou a formacgdo de
um aduto ao fim de 24h de reacgdo com um rendimento de 16%. A reac¢do entre os
compostos 18 e 24 levou a formacdo de um aduto ao fim de 3h de reac¢do com um
rendimento de 11%. Os rendimentos obtidos para estas reac¢des seguem a ordem Cys > GSH >
Trp (Tabela 11.3). Os rendimentos das reac¢des com a cisteina e com o glutationo estdo muito
proximos, o que se explica, tendo em conta, que o tripéptido glutationo possui um residuo de

cisteina na sua sequéncia. A cisteina possui na sua cadeia lateral um atomo de enxofre, que é
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um nucledfilo mais forte do que os grupos presentes na cadeia lateral do triptofano,
explicando a diferenca nos rendimentos obtidos. Para todos os casos é necessario referir que
os rendimentos obtidos ndo sdo sé reflexo da reactividade de cada aminoacido/péptido mas,
também, do processo de purificagdo onde é possivel terem ocorrido perdas de produto.
Sempre que possivel caracterizados apresentavam sistematicamente o carbono da posi¢do 12
da NVP como o atomo de ligacdo com o aminoacido/péptido. Esta evidéncia foi determinada
através dos espectros de 'H RMN de todos os adutos obtidos, onde se observa, para além de
todos os protdes da NVP, a ressonancia dos dois protdes do carbono C12 como um multipleto
ou como um conjunto de dois dupletos, onde cada um corresponde a um dos protoes,
apresentando clara evidéncia do caracter ndo equivalente destes dois protdes.

Em todos os casos a posicao de ligacdo do aminoacido foi determinada tendo como
base as correlacdes a trés ligacdes observadas no espectro de HMBC entre os protdes da
posicdo C12 e os carbonos do aminoacido.

Para as reac¢bes com a His, a Arg e a Lys, a quantidade de suposto aduto isolado nao
foi a suficiente para uma andlise por RMN. Com a Lys, optou-se por analisar a mistura

reaccional por LC-EM.
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Tabela 1.3 | Comparagdo entre os adutos obtidos das reacgdes entre a NVP (2) e os aminodcidos

Triptofano (19), Cisteina (23) e o tripéptido Glutationo (24).

Tempo
Aminodcido Nome e estrutura do aduto de Atomo de ligagdo n/ %
reac¢ao
Atomo de carbono da
posicdo 2' do Trp — dtomo do
Triptofano 4 dias 7
carbono da posi¢ao 12 da
NVP (2)

(25)

12-(triptofano-2’-il)-nevirapina (25)
o)

HOJH
HN. O
OoH o
OMNH Atomo de enxofre da Cys —
NH s

Glutationo H o 3h atomo de carbono da 11

N
i posi¢cdo 12 da NVP (2)
o

(26) |

7N
)
A

12-(glutationo-S-il)-nevirapina (28)

A

o Atomo de enxofre da Cys —
N-acetil- N
R 24h atomo de carbono da 16
cisteina (27 |
- 7AN posicdo 12 da NVP (2)

12-(N%-acetil-cisteina-S-il)-nevirapina (27)
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1.2.1. Caracterizagao estrutural do aduto Nevirapina-Triptofano

O triptofano é um dos trés aminodacidos aromaticos, sendo os outros dois a tirosina e a
fenilalanina. Devido a esta caracteristica a deteccdo e separagao dos adutos por HPLC foi
facilitada. Apesar da presenca da NVP (2) que por possuir grupos aromaticos, absorve radiacdo
UV, o aduto formado apresenta um espectro de absorg¢ao caracteristico com um maximo de
absorvéncia a 282 nm, compativel com a presenca do aminodcido triptofano que absorve a
280 nm [51].

O produto maioritario obtido foi identificado como 12-(triptofano-2'-il)-nevirapina (25)
com base nos resultados obtidos por RMN e EM.

e A primeira evidéncia para a formacao deste aduto foi obtida por EM onde o espectro
obtido por electrospray, apresenta a molécula protonada a m/z 469, compativel com a
presenca do aduto 25 (Tabela 11.4).

e Os espectros de 'H e *C RMN confirmam a presenca das unidades de NVP (2) e do
aminodcido triptofano (Tabela 11.4). Nestes espectros os sinais aparecem duplicados o
que sugere a presenca de rotameros. Para testar esta hipdtese adquiriram-se
espectros de 'H RMN a varias temperaturas (25 a 70°C) (Figura 11.4). Com o aumento
da temperatura observa-se a coalescéncia dos sinais duplicados, comprovando a

hipotese inicial.
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Figura 1.4 | Espectros de "H-RMN (da zona dos protdes aromaticos) do aduto 25, adquiridos a

temperaturas diferentes.
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O aduto 25 possui a ligacdo covalente formada entre o carbono da posicdo 2 do anel
indole da unidade de triptofano e o carbono da posi¢cdo 12 da unidade de NVP (2). Este ndo era
o produto que se esperaria obter mas, sim, um onde a ligacdo covalente ocorresse na posi¢ao
N" do triptofano ja que esta é a posicdo mais nucledfila. No entanto, o sinal correspondente
ao carbono da posicdo 12 aparece numa zona relativamente blindada (28,2 e 28,0 ppm) ndo
compativel com um desvio quimico de uma ligacdo C-N (~50-40 ppm) [39]. A ligacdo nesta
posicdo é ainda comprovada pela existéncia no espectro de HMBC de correla¢des entre os
protdes correspondentes ao carbono C12 da unidade de NVPe dois carbonos quaterndrios do
anel indole do triptofano, os C2 e C2’ (133,8; 133,3 ppm) e os C3 e C3’ (109,1 e 108,2 ppm) dos
dois rotameros. Estas correlagdes sdo apenas possiveis se a ligacdao entre o Trp e 0 modelo
electrofilo 18 se tenha estabelecido através da ligagdo NVP C12 — indole C2. Na Figura II.5
mostram-se claramente as correlacdes referidas. A atribuicdo dos restantes sinais da molécula

foi efectuada de modo analogo ao descrito para os compostos anteriores.

& 8
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A u !'I1
1 | = HO =™
il is v P
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F1{ppm} { ] 14
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¥
ot ] &
i ] = L Trp H3/ indole C3
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120 NVP H12/NVP C3
W u.. #
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] sy B ) % TrpH3/indole C2
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MVP H12/NVP C4
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Figura Il.5 | Espectro de HMBC semi-selectivo (A) do aduto 12-(triptofano-2’-il)-nevirapina (25) (B).
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Tabela I1.4 | Dados espectroscépicos obtidos para o aduto 12-(triptofano-2’-il)-nevirapina (25).

'H RMN (DMSO-d¢) & (ppm) J (Hz)

BC RMN (DMSO) & (ppm)

EM (ESI) m/z

10,51 (1H, s, indole-NH)
10,42 (1H, s, indoleNH")

8,48 (1H, dd, J=4,7 e 1,9 NVP-H9)
8,44 (1H, dd, J=4,8 e 2,0 NVP-H9')
8,11 (1H, d, J=4,9 NVP-H2)

8,08 (1H, d, J=4,9 NVP-H2')
7,63-7,59 (2H, m, indole-H7 e H7')
7,49-7,47 (2H, m, NVP-H7 e H7’)
7,13-6,88 (10H, m, NVP-H3 e H3’, NVP-H8
e H8', indole-H4 e H4’, indole-H5 e HY’,
indole-H6 e HE')
4,57-4,14 (4H, m, NVP-H12 e H12’)
3,63-3,50 (4H, m, NVP-H13 e H13’, Trp-H2

172,7 (C=0, Trp-C1)
172,1 (C=0, Trp-C1’)
167,5 (C=0, NVP-C6)
167,1 (NVP-C6’)
160,3 (NVP-C10a)
160,2 (NVP-C10a’)
155,3 (NVP-C11a)
155,0 (NVP-C11a’)
151,5 (NVP-C9)
151,3 (NVP-CY’)
144,2 (NVP-C2)
143,9 (NVP-C2’)
143,1 (NVP-C4)
142,8 (NVP-C4')
140,9 (NVP-C7)
140,1 (NVP-C7')
136,1 (Trp-C7a)
133,8 (indole-C2)
133,3 (indole-C2')
128,4 (indole-C3a)
128,0 (indole-C3a’)
124,7 (NVP-C4a)
124,5 (NVP-C4a’)

469 [MH]"
276 [MH,+2CH;CN]*
255,6 [MH,+CH,CN]**

e H2)) 13
121,4;120,9; 119,5; 119,4; (25) .

3,33 (parcialmente encoberto pelo sinal da pe
118,8; 118,6; 118,3; 118,2 :

agua, Trp-H3a e H33a')
(NVP-C3/C6a/C8, indole-

3,09 (1H, dd, J=15,0 e 6,0 Trp-H3b)
2,86 (1H, dd, J=14,7 e 5,6 Trp-H3b’)

C4/C5/C6, 2 isémeros)
111,0 (indole-C7)

0,89-0,83 (4H, m, NVP-H14 e H14’ ou H15
110,9 (indole-C7')

e H15')
109,1 (indole-C3)

0,37-0,33 (4H, m, NVP-H14 e H14’ ou H15
108,2 (indole-C3’)

il 55,3 (Trp-C2)
29,5 (NVP-C13)
28,2 (NVP-C12)
28,0 (NVP-C12')
26,9 (Trp-C3)
26,5 (Trp-C3’)
9,0 (NVP-C14 + C15, 2
isomeros)
8,8 (NVP-C14 + C15, 2

isdmeros)
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1.2.2. Caracterizagao estrutural do aduto Nevirapina-Glutationo
O glutationo (24) é um tripéptido que possui uma ligacdo peptidica invulgar entre o
terminal amina do residuo de cisteina e a cadeia lateral do glutamato e apresenta um papel
importante na defesa do organismo, principalmente como antioxidante [51].

e A primeira evidéncia da formagdo de um aduto foi obtida por EM (Tabela II.5). O
espectro de massa apresenta a molécula protonada a m/z 572 consistente com o
aduto aduto 12-(glutationo-S-il)-nevirapina (26)entre a NVP (2) e o GSH (24).

e Com os resultados de RMN (*H e **C RMN, DEPT, HSQC, HMBC e HSQC-TOCSY) foi
possivel confirmar a presenca das unidades de NVP (2) e do glutationo. Também no
caso do aduto (26) se encontram evidéncias da coexisténcia de dois rotameros devido
a duplicacdo de sinais nos espectros de *H RMN e *C RMN. Por exemplo, o espectro de
'H RMN apresenta dois conjuntos de dois dupletos correspondentes ao carbono da
posicdo 12 da NVP (2) (cada dupleto a integrar para um protdo) com um desvio
quimico (4,21/4,17 e 3,78/3,74 ppm, respectivamente). Estes dupletos apresentam no
espectro de HSQC correlagdo com os carbonos a 33,4 e 33,0 ppm, respectivamente,

consistente com a ligagdo ao 4tomo de enxofre, cujo desvio é = 30 ppm [49].

No espectro de HMBC (Figura 11.6) confirma-se a formacdo de aduto devido a
existéncia de correlacGes entre o sinal dos protdes do carbono na posicdo 12 da unidade de
NVP (2) e o sinal correspondente ao carbono secundario da posi¢cdo 12 (33,4 e 33,0 ppm) do
GSH, indicando que a posicao de ligacdo ao tripéptido é entre o &tomo de enxofre da cadeia
lateral do residuo de cisteina do GSH e o carbono da posi¢cdo 12 da NVP (2). O espectro de
HSQC-TOCSY (Figura 11.7) permitiu, de uma forma muito simples, identificar os sinais de ‘H
RMN e °C RMN, correspondentes a cada um dos aminoacidos da unidade do glutationo. A
atribuicdo dos restantes sinais da molécula foi feita de modo andlogo ao descrito para os
compostos anteriores, tendo como base as correlagdes observadas nos espectros de HMBC e

HSQC.
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Figura 1.7 | Espectro de HSQC-TOCSY do aduto 26, destacando-se as correlages observadas para os

residuos de Cys (a vermelho), de Gly (a verde) e da unidade de GSH.
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Tabela I1.5 | Dados espectroscépicos obtidos para o aduto 12-(glutationo-S-il)-nevirapina (26).

13
R C RMN (DMSO)
H RMN (DMSO-ds) 5 (ppm) J (Hz EM (ESI) m/z
171,9 (GSH-C10)
171,8 (GSH-C10’)
171,0 (GSH-C1 e C1')
170,4 (GSH-C4 e C4')
8,63 (2H, s, GSH-NH e NH’)
170,3 (GSH-C7 e C7)
8,50 (2H, d, J=4,4 NVP-HO e HY’)
167,1 (C=0, NVP-C6 e C6')
8,14 (2H, d, J= 4,8 NVP-H2 e H2') 572 [MH]*
159,8 (NVP-C10a e C10a’)
8,04-8,02 (2H, m, NVP-H7 e H7') o +
154,5 (NVP-Cl1a e C11a) 443 [MH-piroglutamato]
7,90 (2H, s, GSH-NH e NH’) +
151,3 (NVP-C9 e C9') 307 [GSH]
7,22-7,18 (4H, m, NVP-H3 e H3’, 2
143,7 (NVP-C2 e C2') 287 [MH,]™

NVP-HS e H8')

140,7 (NVP-C4 e C4')
4,44-4,36 (2H, m, GSH-H5 e H5’)
140,0 (NVP-C7 e C7')
4,21 (1H, d, J=6,0 NVP-H12a)
124,2 (NVP-C4a e C4a’)
4,17 (1H, d, J=5,6 NVP-H12a’)
121,3 (NVP-C3 e C3')
3,78 (1H, d, J=10,4 NVP-H12b)
120,6 (NVP-C6a e C62’)
3,74 (1H, d, J=10,4 NVP-H12b’)

119,4 (NVP-C8 e C8’) |

3,65-3,60 (2H, m, NVP-H13 e H13’)
53,1 (GSH-C10e C10’)  HO
3,49-3,41 (4H, m, GSH-H2 e H2')

52,3 (GSH-C5 e C5')

3,31 (2H, t, J=6,2 GSH-H10 e H10") H o
41,4 (GSH-C2 e C2') -
2,81-2,72 (2H, m, GSH-H12) : | T ® 7
33,4 (GSH-C12) (26) N
2,61-2,57 (2H, m, GSH-H12) 2 NJPF\( )
33,0 (GSH-C12’) ==
2,32-2,29 (4H, m, GSH-H8 e H8') 13 ¢

31,4 (GSH-C8 e C8') 1
1,93 (4H, s, GSH-H9 e HY')

30,7 (NVP-C12a)
0,89-0,87 (4H, m, NVP-H14 e H14’ ou

30,5 (NVP-C12a’)
H15 e H15')

29,3 (NVP-C13 e C13')
0,41-0,31 (4H, m, NVP-H14 e H14’ ou

26,8 (GSH-C9 e C9')
H15 e H15')
8,7 (NVP-C14 + C15, 2
isdmeros)
8,4 (NVP-C14 + C15, 2

isbmeros)
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1.2.3. Caracterizagao estrutural do aduto Nevirapina-Cisteina

A cisteina é um aminoacido que contém um grupo tiol na sua cadeia lateral o que lhe
confere uma certa polaridade e que se oxida facilmente com o mesmo grupo tiol de outra
cisteina formando uma ligagcdo covalente — a ligacdo persulfureto [51]. Apesar disso, este
aminoacido é muitas vezes referido como um biomarcador por exceléncia devido ao pKa da
sua cadeia lateral (pKa 7,9-8,5) ser semelhante ao pH fisioldgico (pH 7,4) e, portanto, o grupo
tiol se encontrar na forma de base livre —SH contendo poder nucleéfilo [37]. A cisteina revelou-
se ser dificil de dissolver em tampdo fosfatos pH 7,4 e, por isso, foi utilizada a cisteina
protegida com um grupo acetilo ligado ao terminal amino (N-acetil-cisteina).

e A primeira evidéncia da formacdo do aduto 12-(N*-acetil-cisteina-S-il)-nevirapina (27)
obteve-se por EM (Tabela 11.6). O espectro obtido por ESI, apresenta a molécula
protonada a m/z 428, consistente com a formacdo de um aduto NVP — N-acetil-
cisteina. Foi, ainda, possivel observar um fragmento a m/z 386 correspondente a
perda do grupo acetilo a partir da molécula protonada.

e Os resultados de RMN (*H RMN, **C RMN, DEPT, HSQC e HMBC) confirmam a presenca
das unidades de NVP (2) e do aminodcido 23 (Tabela I1.6 e Figura 11.8). O multipleto
correspondente aos protdes da posicdo 12 da NVP (4,21-3,91 ppm), apresenta no
espectro de HMBC apenas correlagdes com os carbonos das posi¢cdes C3 (120,0 ppm),
C4 (140,3 e 140,1 ppm) e C4da (125,7 e 125,6 ppm) da unidade de 2. Pelo que neste
caso, nao foi possivel estabelecer a posicdao de ligacdo ao aminodcido com base nas
correlagdes observadas no espectro de HMBC. Mas uma vez, que os desvios
correspondentes ao carbono da posicdo C12 do aduto 27 (32,5 e 32,3 ppm) sdo
consistentes com a ligagdo ao atomo de enxofre, e embora os espectros tenham sido
adquiridos em solventes diferentes, os desvios destes sinais sdao muito semelhantes
aos observados para o aduto 26 (30,7 e 30,5 ppm), poder-se-a dizer que também neste

caso a ligacdo foi estabelecida através do atomo de enxofre.

O espectro de *C RMN apresenta alguns sinais duplicados, o que sugere a presenca de
rotameros. Por exemplo o carbono da posi¢cdo 12 apresenta dois sinais, a 32,5 e 32,3 ppm.
A atribuicdo dos restantes sinais da molécula foi feita de modo andlogo ao descrito

para o composto anterior.
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Figura I1.8 | Espectro de "H RMN (A) do aduto 27 (B).

Para se obter um aduto com a estrutura bioldgica encontrada in vivo efectuou-se a
desprotec¢ao do aduto retirando o grupo acetilo ligado ao grupo amino da posicdo o do
aminodcido cisteina. Esta reacc¢do foi promovida com a adicdo de acido trifluoroacético (TFA) a
60°C [ref]. A reaccdo foi monitorizada por HPLC, onde foi visivel, nas condicoes
cromatograficas utilizadas (Capitulo Ill, sec¢ao 111.5.2.1.), a diminuicdo do sinal de tz = 17 min
com aparecimento de dois sinais a tg = 10 e 12 min. Embora se tenham isolado os dois
produtos da reaccdao por HPLC semi-preparativo, nao foi possivel obter uma andlise por RMN
devido a pouca quantidade de produto isolado. No entanto, o produto a ty = 12 min.
identificou-se como sendo o aduto 12-(cisteina-S-il)-nevirapina (28) com base na analise por
LC-MS (ESI). O espectro de massa (Figura 11.9 (B e C)) apresenta a molécula protonada a m/z
386 compativel com a presenca do aduto 28 e fragmentos moleculares a m/z 369, 342, 299 e
265, compativeis com a perda de grupo NH;, CO,, C3HsNO, e do C3H;NO,S, respectivamente,

obtidos a partir da molécula protonada (Figura 11.9 (A)).
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Figura 11.9 | Representagdo esquematica da fragmentagdo (A), cromatograma idnico total (B) e espectro

de massa (C) obtido por LC-MS (ESI) do aduto 28.
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Tabela 11.6| Dados espectroscépicos obtidos para o aduto 12-(N*-acetil-cisteina-S-il)-nevirapina (27).

'H RMN (Acetona-dg) & (ppm) J (Hz) *C RMN (Acetona) & (ppm) EM (ESI) m/z

172,0 (Cys-C1)
170,4 (C=0, N-Ac-Cys)

167,0 (C=0, NVP-C6) 428 [MH]"
161,2 (NVP-C10a) 386 [MH,-COCH,]"
155,7 (NVP-C11a) 369 [MH-NH,]"
8,49 (1H, d, J=3,9 NVP-H9) .
152,5 (NVP-C9) 342 [MH-CO,]
8,15 (1H, d, J=3,6 NVP-H2) .
144,9 (NVP-C2) 299 [MH-C3HsNO,]
8,08 (1H, d, J=6,2 NVP-H7) .
141,0 (NVP-C7) 265 [MH-C3H,NO,S]

7,18-7,13 (2H, m, NVP-H3 e NVP-HS)
140,3 e 140,1 (NVP-C4)
4,68 (1H, s, Cys-H2)
125,7 e 125,6 (NVP-C4a)

122,4 (NVP-C8)
121,5 (NVP-C6a)

4,21-3,91 (2H, m, NVP-H12)
3,73 (1H, sl, NVP-H13)

3,01-2,88 (2H, m, Cys-H3)
120,0 (NVP-C3)
1,94 (3H, s, N-Ac-Cys-CHs)
52,9 (Cys-C2)
0,86 (2H, m, NVP-H14 ou -H15)
34,5 e 34,4 (Cys-C3)
0,39 (2H, m, NVP-H14 ou -H15)
32,5 e 32,3 (NVP-C12)

c.a.29,9 e 29,8 (NVP-C13)
22,7 (N-Ac-Cys-CHs) B
9,4 (NVP-C14 + C15)
9,1 (NVP-C14 + C15)

1.2.4. Caracterizagao estrutural do aduto Nevirapina-Lisina

A reaccdo entre o modelo electrofilo 18 e o aminoacido lisina (22) levou a formagdo de
dois produtos. Inicialmente tentou-se isolar estes produtos para se proceder a sua
caracterizacdo estrutural por RMN, mas, como foram isolados em quantidades muito baixas
(<0,1 mg) nao foi possivel esta abordagem. Assim, optou-se por realizar uma analise por LC-MS
(ESI) da mistura reaccional (Figura 11.10). Foi identificado um aduto, a tg = 16 min. cujo
espectro de massa apresenta a molécula protonada a m/z 411 compativel com o aduto entre a
NVP (2) e o aminodcido lisina. Como nao foi possivel a analise por RMN deste aduto, pelo que
ndo se sabe qual o local onde se formou a ligacdo covalente entre as duas moléculas. No
entanto, pode-se dizer que era expectavel que tal acontecesse entre o carbono da posicdo 12

da NVP (2) e o grupol amino da cadeia lateral da Lys, dado que este é o local mais nucledfilo.
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Figura 11.10 | Cromatograma idnico total da mistura reaccional (A) obtido por LC-MS (ESI),
cromatograma idnico extraido (m/z 411) (B) e espectro de massa do sinal a t= 16 min. (C) do aduto

obtido com 22.

I.3. Modificagdo da Albumina do soro humana com 12-MsO-NVP

Paralelamente a preparacdo de padrdes de adutos entre a NVP (2) e aminodcidos,
pretendeu-se determinar quais os adutos que se formam maioritariamente in vitro com a
albumina do soro humana (HSA) modificada com o modelo electrdfilo 18.

Para a modificagdo da HSA com o composto 18 seguiram-se dois procedimentos
experimentais diferentes: num procedimento incubou-se a HSA a 37°C na presenca de 1,0 eq
de 18 durante trés dias (método I); no segundo procedimento apds 20h da primeira adi¢do de
18 adicionou-se mais 1,0 eq seguida de incubac¢do a 37°C por mais 72h (método II). Em ambos
0s casos, apds o periodo de incubacdo, a solucdo foi dialisada contra dgua desionizada em
membranas com limite de exclusao de 15kDa, para a remo¢ao dos componentes de baixo peso
molecular que nao reagiram. Apds a didlise ambas as solu¢Ges foram submetidas a diferentes
condi¢Ges de hidrdlise. Para todos os métodos de hidrdlise foram realizados ensaios em
branco nas mesmas condi¢des experimentais mas com HSA ndao modificada.

O primeiro método de hidrdlise utilizado foi a hidrélise acida, um dos métodos
classicos para o isolamento de adutos em proteinas, que leva a hidrdlise total das proteinas
por adicdo de HCl 6M a 110°C durante 22h seguida de purificacdo dos adutos por métodos

cromatograficos [45,47]. Dado que a analise por LC-MS da mistura reaccional obtida por este
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método, ndo revelou a presenca de adutos, pensou-se que as condi¢gdes reaccionais poderiam
ter sido demasiado agressivas, pelo que se tentou diminuir o tempo de reac¢ao para 4h.
Embora este método tenha sido utilizado com sucesso na hidrdlise de adutos de HSA [52],
neste caso revelou ser desadequado, uma vez que a analise por LC-MS, também ndo permitiu
a identificacdo de qualquer aduto. Recentemente surgiram varios métodos que envolvem o
uso de microondas, na hidrélise acida de proteinas com HCl 6M [53], o que permite tornar o
método ainda menos agressivo ao reduzir significativamente o tempo de reaccdo. A hidrdlise
com HCl 6 M foi assistida por irradiacdo de microondas a 800 W durante 1,5 min, no entanto,
também ndo foram identificados adutos por andlise de LC-MS.

As condicdes de hidrélise dcida em proteinas com HCl 6M, levam a destruicdo de
alguns aminodcidos, nomeadamente do triptofano, cisteina e histidina [54,55]. Para
ultrapassar este problema testaram-se outros métodos de hidrdlise acida descritos como
adequados ao isolamento de adutos com estes aminoacidos.

Existem na literatura exemplos de técnicas que tiram partido das capacidades
hidroliticas do HCl 6M mas prevenindo a destruicdo de certos aminoacidos com a adigdo de
reagentes que os protegem [55,56]. Exemplo disso é a hidrélise com HCl 6M em a&cido
trifluroacético (TFA) na presenca de acido tioglicélico a 166°C durante 25 min sob atmosfera de
azoto. Para além deste método, testou-se, ainda, um método de hidrélise acida que envolve a
adicdo de acido mercapto-etanossulfénico 3M a 110°C [57]. Ambos os métodos estdo descritos
como eficazes na hidrdlise de adutos envolvendo o Trp e a Cys, mas em qualquer dos casos, a
anadlise por LC-MS nao revelou a formagdo de adutos.

O método quimico que envolve a hidrazindlise estd descrito na literatura como sendo
eficaz na separacdo de adutos com aminoacidos sensiveis a condicGes acidicas,
principalmente, aminoacidos que se encontram na zona hidrofdbica da proteina [45]. Existe
uma aplicacdo deste método descrita na literatura para a obtencdo de adutos com o
aminodcido histidina na HSA e na hemoglobina [58]. A hidrdlise foi efectuada na presenca de
hidrato de hidrazina, a 100°C durante 15h, seguida de derivatizagdo com anidrido
trifluoroacético na presenca de trietilamina. No entanto, ndo se conseguiram identificar
adutos por LC-MS (ESI).

Paralelamente aos métodos quimicos foi testado outro método de hidrdlise total da
HSA modificada. Foi utilizada a hidrdlise enzimatica com Pronase E e Leucina Aminopeptidase
(LAP) com incubagdo a 37°C durante 20h [47]. O pronase E (EC 3.4.24.31) é nome dado ao
conjunto de, pelo menos, dez enzimas proteoliticos produzidos pela bactéria Streptomyces
griseus, que lhe conferem um largo espectro de especificidade, Util quando se pretende uma
hidrolise completa [59]. O enzima LAP (EC 3.4.11.1) hidrolisa sequencialmente o terminal

amino dos residuos de aminodcidos numa cadeia polipeptidica complementando, assim, a
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accdo hidrolitica do pronase E e garantindo a hidrélise total da HSA modificada [59]. Para os
ensaios de hidrélise enzimatica conseguiram-se identificar alguns adutos a partir da analise LC-
MS das solu¢des de HSA modificada. A identificagcdo teve como base a comparag¢do dos tempos
de retencdo e dos espectros de massa obtidos na mistura reaccional com os obtidos para os
padrdes sintetizados.

Foram identificados dois adutos, de modificacdo da HSA, por analise LC-MS das

misturas reaccionais obtidas segundo os dois métodos (Figura 11.11).
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Figura 1.11 | Cromatograma idnico total obtido por LC-MS (ESI) e espectro de massa do aduto de
histidina (29) sintetizado (A). Cromatograma idénico total obtido por LC-MS (ESI) e espectro de massa d
aduto de triptofano (25) sintetizado (B). Cromatograma idnico total obtido por LC-MS (ESI) do

hidrolisado enzimatico obtido apds modificagdo da HSA com 18.

A mistura reaccional foi analisada por LC-MS (ESI). Os resultados obtidos foram
comparados, em termos de tempo de retencdo e espectro de massa, com os obtidos na analise
dos vdérios padrdes sintetizados (nas mesmas condi¢cdes cromatograficas). Foi, assim, possivel
identificar nos hidrolisados enzimaticos obtidos pelos dois métodos de modificagdo da HSA, os
adutos 12-(triptofano-2’-il)-nevirapina (25) e 12-(N*-histidina-N1’-il)-nevirapina (29). Este
ultimo foi preparado em trabalhos anteriores de modificagdo deste aminoacido (Figura 11.12)

[50].
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Este resultado é curioso, ja que apenas existe um residuo de triptofano na sequéncia
da proteina HSA. N3do se observaram diferengas significativas entre os dois métodos de
modificagdo da HSA.

Em comparagdo com os métodos de hidrélise descritos anteriormente a hidrdlise
enzimatica revelou-se mais eficaz, resultado que se esperava obter, ja que a actividade dos
enzimas utilizados é especifica e selectiva para a ligacdo peptidica. Os enzimas ndo quebram as
ligacOes covalentes estabelecidas entre as duas unidades dos adutos supostamente formados,
o0 que provavelmente ocorreu nas hidrélises acidas efectuadas e explica a ndo deteccdo da

formacao de adutos.

Paralelamente a hidrélise total das solucGes de HSA modificada, foi efectuada uma
analise por MALDI-TOF-MS, que envolve a digestdo enzimatica da HSA modificada com um
enzima de restricdo, o tripsina, levando a obtencdo de péptidos, que depois sdo analisados por
MALDI-TOF-MS e identificados segundo a sua razdo m/z por comparagdo com uma base de
dados. A identificacdo dos adutos é efectuada quando se detecta um incremento de massa
(equivalente a NVP) no péptido, que é depois novamente hidrolisado até se conseguir
determinar qual o aminodcido que estd envolvido no aduto. Esta técnica, permite, entdo,
determinar que tipo de aminoacido esta alterado, assim como, o local que ocupa na sequéncia
proteica. Esta andlise encontra-se ainda a decorrer pelo que, ainda, ndo existem resultados

conclusivos.
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I.4. Conclusodes e Perspectivas futuras

Foram identificados por LC-MS, por comparacdo com padrdes, os adutos 12-
(triptofano-2’-il)-nevirapina (25) e 12-(N%-histidina-N1’-il)-nevirapina (29), nos ensaios de
modificagdo da HSA com o modelo electréfilo 12-MsO-NVP (18). Estes resultados sugerem
que, a formacdo de adutos do tipo NVP-proteina, a partir dos derivados metabdlicos da NVP
(2), podera estar na origem dos mecanismos de toxicidade deste farmaco. Por outro lado, a
grande afinidade ao triptofano demonstrado podera indicar que este aduto podera funcionar
como um bom biomarcador da toxicidade da NVP.

A modificacdo dos aminoacidos 19 e 23, e do tripéptido 24 levou a formagdo de adutos
com rendimentos razoaveis. Os padrGes sintetizados, foram caracterizados por RMN e EM e
serdo ainda utilizados para a identificacdo e/ou quantificagdo destes compostos in vivo, em

modelos animais e em individuos infectados com VIH-1 sujeitos a terapia com a NVP (2).
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lll.1. Reagentes, Solventes e Materiais
A Nevirapina usada foi fornecida pela Cipla (Mumbai, india) e todos os outros

reagentes usados foram fornecidos pela Aldrich, Fluka e Sigma.

Os solventes usados foram sempre que necessario purificados e secos segundo
métodos padronizados [59]. O tampao fosfatos pH 7,4 50 mM foi preparado com 2,2 g de
Na,HPO, e 3,4 g de KH,PO, para 250 mL e utilizou-se uma solucdo de NaOH 10% para acertar o
pH. A solucdo de Phosphate Buffer Saline (PBS) usada foi preparada de novo sempre que
necessarial:10 por diluicdo a partir de uma solucao PBS contendo 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl,
1,44 g de Na,HPO, e 2,7 g de KH,PO, para 100 mL. N3o foi necessdrio o acerto de pH, quando
se efectuava a diluicdo, o pH 7,4 era obtido.

A solucdo enzimatica de Pronase E (E.C. 3.4.24.31) 0,53 mg/mL foi preparada, em PBS,
apenas quando necessario, a partir de uma solucdo aquosa stock 10 mg/mL. Esta solugdo stock
foi preparada a partir do produto comercial da Fluka (5,05 U/mg em pd liofilizado).

A solucdo aquosa de Leucina aminopeptidase (E.C. 3.4.11.1, LAP) 0,13 mg/mL foi
preparada a partir da solugdo comercial a 5,9 mg/mL da Sigma (24 U/mg em suspensdo em 3,5

M (NH4)2504 el0 mM MgC|2)

Para a realizacdo de cromatografias em camada fina (c.c.f.) foram utilizadas placas de
Silica Gel 60 F,s, da Merck com 0,2 mm de espessura e a deteccdo dos compostos foi feita por
irradiacdo de raios ultravioleta (UV) a 254 nm. O eluente usado foi sempre CH,Cl,/AcOEt (1:1).

A cromatografia short-path foi realizada com Silica Gel 60H da Merck com
granulometria 90% <55 um. O eluente usado é referido, para cada caso, assim como a
proporgdo volumétrica dos solventes usados para os eluentes mistos.

As cromatografias Sep-pack foram efectuadas com colunas Cy5-SPE da Varian.

A celite 545 Coarse da Fluka foi usada para dispersar os produtos que incluem este

passo na descricdo da sua purificacao.

1ll.2. Equipamento

O microondas que foi usado é da marca Wirlpool, modelo VT251/WH.

O aparelho de Infra-vermelhos (IV) usado foi o Jasco FT/IR-4100 (tipo A). As
frequéncias apresentadas correspondem apenas aos sinais mais intensos ou a bandas
caracteristicas. Os resultados obtidos sdo apresentados da seguinte forma: suporte para a
amostra (pastilha de brometo de potdssio (KBr) em todos os casos), frequéncia do maximo da

absor¢ao (Vs cm™) e atribuicdo ao grupo de dtomos e ligacdo envolvidos.
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O aparelho de cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC de High Pressure Liquid
Chromatography) usado é composto por uma bomba quaternaria Ultimate 3000 da Dionex e
por um detector UV-Visivel Ultimate 3000 Photodiode Array da Dionex. O injector usado foi o
Rheodyne 8125. A coluna analitica usada foi a Phenomenex Luna 5 um C18 (2) 250 x 4,60 mm
com um fluxo de 1 mL/min. A coluna semi-preparativa usada foi a Phenomenex Luna 5 um C18
(2) 100 (A) 250 x 10,00 mm com um fluxo de 3 mL/min. Quando n&o especificado, o gradiente
linear usado para HPLC analitico foi de 30 min de 5-70% de acetonitrilo em acetato de amodnio

100 mM pH 5,7 (ou acido férmico 0,1%) seguido de 2 min até 100% de acetonitrilo.

O aparelho de espectrometria de massa usado foi o ThermoFinnigan TSQ Quantum
Ultra LC/MS ou o espectrémetro de massa Varian 500-MS LC lon Trap, com ionizacdo por
impacto electrénico (El) e por electrospray (ESI). Para a analise de LC-MS foi usada uma coluna
Luna C18 100A (50 mm x 2,0 mm; da Phenomenex) de 3 um. A fase movel foi passada com um
fluxo de 0,2 mL/min, usando um gradiente de 30 min de 5-70% de acetonitrilo em &cido
formico 0,1% (v/v) seguido de 2 min até 100% de acetonitrilo, ao fim de 8 min retoma as
condicdes iniciais em 5 min seguida de rotina de 7 min para equilibrar a coluna. Os resultados
obtidos serdo referidos pela ordem seguinte: razdo massa/carga (m/z), atribuicdo do iGo ou

fragmento molecular, intensidade do pico relativa a do pico base (%).

Os aparelhos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) usados foram o modelo
Avance Plus Il 300 (300 MHz), 400 (400 MHz), 500 (500 MHz) e 600 (600 MHz). Os solventes e
condicGes usadas em cada experiéncia encontram-se indicados caso a caso. Os desvios sdo
expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz). Os
resultados obtidos sdo apresentados da seguinte forma: Nucleo estudado (solvente): desvio
quimico (3, ppm) [intensidade relativa (nH, como numero de protdes), multiplicidade (s-
singuleto; d-dupleto; t-tripleto; dd-duplo dupleto; m-multipleto), constante de acoplamento (J,

Hz) e atribuicdo na molécula.

lll.3. Sintese do complexo hexametilfosforamida(oxodiperéxido)(piridina) molibdénio
(MoOPH) [60]

A 30 g de MoO; foi adicionado H,0, (150 mL) sob agitacdo. Apds um periodo

exotérmico inicial de aproximadamente 30 min., a mistura reaccional foi aquecida de modo a

manter a temperatura interna entre 35-40°C durante 3,5 h. Obteve-se um sélido branco

suspenso numa solucdo amarela. A solucdo foi arrefecida e depois filtrada em vacuo usando
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aproximadamente 1 cm de celite. O filtrado amarelo obtido foi arrefecido até 10°C sob
agitacdo num banho de gelo e adicionado hexametilfosforamida (HMPA) (36 mL) gota a gota
durante 8 min. Obteve-se um precipitado de cristais amarelos. Apds mais 15 min de reac¢do o
precipitado foi filtrado sob vacuo. Os cristais obtidos foram transferidos para um erlenmeyer a
que se adicionou uma quantidade minima de metanol (25 mL) de modo a dissolver os cristais a
40°C sob agitacdo. A solucdo saturada foi colocada no congelador durante a noite. Obtiveram-
se cristais amarelos que foram filtrados em vacuo e lavados com metanol gelado (30 mL). O
sélido obtido de MoOsH,0O'HMPA, com um rendimento de 14% (23,8 g) foi desidratado,
protegido da luz, num excicador com pentéxido de fésforo sob vacuo durante dois dias até
peso constante. Obteve-se um sélido amarelo de MoOsHMPA (22,0 g), que foi dissolvido em
THF anidro (100 mL) sob agitagdo numa atmosfera de azoto. A 20°C foi adicionada piridina (5
mL) gota a gota durante 10 min. Formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado em vacuo
e lavado com THF anidro e éter etilico anidro. Os cristais obtidos foram transferidos para um
frasco escuro e desidratados num excicador com o6xido de fésforo sob vacuo durante 2,5 h.

Obteve-se o produto sélido MoOs Py HMPA com um rendimento de 56% (19,0 g).

lll.4. Prepara¢ao de compostos derivados da Nevirapina
lll.4.1. 11-ciclopropil-5,11-di-hidro-4-(hidroximetil)-6 H-dipirido-[3,2-b:2’,3’-e]
diazepina-6-ona (12-OH-NVP, 15)

A uma suspensdo de 2 (1,0 eq; 3 g; 11,3 mmol) em THF anidro (120 mL) sob atmosfera
de azoto e num banho de gelo, sob agitacdo magnética, foi adicionada uma solucao de di-
isopropilamideto de litio (LDA) 1,8 M em THF, heptano e etilobenzeno (1,9 eq; 7 mL; 53,0
mmol) gota a gota. Esta mistura foi arrefecida a -40°C para a adicdo lenta de mais LDA (5,3 eq;
20 mL; 151 mmol). Obteve-se uma solucdo de cor vermelho escuro. A mistura reaccional
permaneceu assim durante 5 min, ao fim dos quais se adicionou MoOPH (2,0 eq; 6 g, 14,9
mmol) de uma sé vez. A mistura reaccional obtida foi mantida entre -40°C e -30°C durante 2 h,
apds o que se adicionou uma solugdo saturada de cloreto de amédnio (100 mL), seguida de
extrac¢do com acetato de etilo (5 x 100 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio
anidro e o solvente destilado a pressdo reduzida. O produto sélido obtido foi disperso em
celite e purificado por cromatografia short path com a seguinte ordem de eluicdo:
CH,Cl,/AcoEt (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), AcoEt, MeOH 10% em AcoEt, MeOH. Tendo-se obtido um
produto sélido esbranquigado com um rendimento de 32% (1,117 g). IV (KBr) vs: 3263 (O-H),
1646 (C=0). *H RMN (DMSO-dg) &: 9,72 (1H, s, troca com D,0 NH), 8,51 (1H, dd, J=4,8 e 1,9
H9), 8,19 (1H, d, J=4,8 H2), 8,01 (1H, dd, J=7,7 e 1,9 H7), 7,25 (1H, d, J=4,8 H3), 7,19 (1H, dd,
J=7,7 e 4,8 H8), 5,55 (1H, m, OH), 4,75 (1H, dd, J=15,2 e 5,7 H12), 4,53 (1H, dd, J=15,2 e 4,9
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H12), 3,65-3,61 (1H, m, H13), 0,88 (2H, d, J=6,0 H14 ou H15),
0,41-0,29 (2H, m, H14 ou H15). *C RMN (DMSO-dg) &: 167,3
(C6), 160,3 (C10a), 154,1 (Cl1a), 151,8 (C9), 144,6 (C4), 144,3
(C2), 140,5 (C7), 123,4 (C4a), 121,1 (C6a), 119,8 (C3), 118,7 (C8),
59,3 (C12), 29,7 (C13), 9,2 (C14+C15), 8,9 (C14+C15). (EM) (EI)
m/z: 282 [M]* (73%), 281 [M-H]" (42%), 263 [M-H,0]" (30%),

251 [M-OH-CH,(ciclopropilo)]* (100%).

11.4.2. 11-ciclopropil-5,11-di-hidro-4-(metanossulfoximetil)-6 H-dipirido-[3,2-
b:2’,3’-e]diazepina-6-ona (12-MsO-NVP, 18)

A uma solugao de 15 (1,0 eq; 200 mg; 0,71 mmol) em THF anidro (16 mL), sob
atmosfera de azoto, num banho de gelo e com agitacdo magnética, foi adicionada trietilamina
(1,1 eq; 110 pL; 0,78 mmol) e de seguida cloreto de metanossulfonilo (1,1 eq; 60 pL; 0,78
mmol). A mistura reaccional foi mantida a 0°C durante 2h30min, apds o que se adicionou 4gua
destilada (50 mL). O produto foi extraido com diclorometano (3 x 15 mL). A fase organica foi
seca com sulfato de magnésio anidro e o solvente destilado a pressdo reduzida. Tendo-se
obtido um produto sélido de cor amarelo com um rendimento de 83% (272 mg). IV (KBr) viax:
3191 (N-H), 1665 (C=0), 1359 (S=0), 1177 (5=0). *H RMN (DMSO-d¢) &: 8,94 (1H, s, NH), 8,56
(1H, dd, J=4,6 e 1,6 H9), 8,33 (1H, d, J=4,8 H2), 8,15 (1H, dd,

J=7,6 e 1,5 H7), 7,15 (1H, d, J=4,9 H3), 7,10 (1H, dd, J=7,6 e HiC - /?

4,8 H8), 5,46-5,39 (2H, m, H12), 3,75-3,70 (1H, m, H13), O//S“‘“o
2,78 (3H, s, CHs), 1,00-0,95 (2H, m, H14 ou H15), 0,52-0,44
(2H, m, H14 ou H15). *C RMN (DMSO-d¢) &: 168,2 (C6),
159,2 (C10a), 154,0 (Cl11a), 151,2 (C9), 144,4 (C2), 141,8 '
(C7), 136,0 (C4), 124,0 (C4a), 120,5 (C6a), 119,9 (C3), 119,4 (18) y z

(C8), 66,0 (C12), 38,0 (CHs), 29,9 (C13), 9,3 (C14+C15), 9,1
(C14+C15). (EM) (E1) m/z: 360 [M]" (10%), 345 [M-CHs]" (3%), 331 [M-H-CO]" (85), 281 [M-

CH3S0,]" (85%), 265 [M-CH3SOs]" (44%), 249 [M-CH5SO;-CH,(ciclopropilo)-2H(ciclopropilo)]”
(100%).

lll.5. Método geral para a formacao de adutos a partir de aminoacidos livres e do
glutationo
Uma solugdo de 18 (1,0 eq; 32 mg; 88,8 umol) em THF (0,8 mL) foi adicionada a uma

solugdo de cada um dos aminodcidos ou do glutationo (4,0 eq; 355 umol) em tampdo fosfatos
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pH 7,4 (4 mL). A mistura reaccional ficou sob agitacdo a temperatura ambiente durante um

intervalo de tempo variavel (2h-4 dias).

ll.5.1. Reacg¢do com Triptofano

Na reac¢do efectuada de acordo com o método geral (descrito em IIl.5.) na presenca
de uma solucdo de triptofano (72,6 mg) com a duracdo de 4 dias, apds purificacdo por HPLC
semi-preparativo utilizando um gradiente linear de 14 min a 20-30% de acetonitrilo em acetato
de amdnio 50 mM, seguido de um gradiente linear de 2 min até 100% de acetonitrilo, obteve-
se 0 aduto 12-(triptofano-2’-il)-nevirapina (25) com rendimento de 7% (3,7 mg) a t;=13 min. 'H
RMN (DMSO-dg) 6: 10,51 (1H, s, indole-NH), 10,42 (1H, s, indole-NH’), 8,48 (1H, dd, J=4,7 e 1,9
NVP-H9), 8,44 (1H, dd, J=4,8 e 2,0 NVP-H9'), 8,11 (1H, d, J=4,9 NVP-H2), 8,08 (1H, d, J=4,9 NVP-
H2’), 7,63-7,59 (2H, m, indole-H7 e H7'), 7,49-7,47 (2H, m, NVP-H7 e H7’), 7,13-6,88 (10H, m,
NVP-H3 e H3’, NVP-H8 e H&’, indole-H4 e H4’, indole-H5 e H5’, indole-H6 e HE’), 4,57-4,14 (4H,
m, NVP-H12 e H12’), 3,63-3,50 (4H, m, NVP-H13 e H13’, Trp-H2 e H2’), 3,33 (parcialmente
encoberto pelo sinal da agua, Trp-H3a e H3a’), 3,09 (1H, dd, J=15,0 e 6,0 Trp-H3b), 2,86 (1H,
dd, J=14,7 e 5,6 Trp-H3b’), 0,89-0,83 (4H, m, NVP-H14

e H14’ ou H15 e H15’), 0,37-0,33 (4H, m, NVP-H14 e —
H14’ ou H15 e H15). **C RMN (DMSO-dg) §: 172,7
(C=0, Trp-C1), 172,1 (Trp-C1’), 167,5 (C=0, NVP-C6),
167,1 (NVP-C6’), 160,3 (NVP-C10a), 160,2 (NVP-
C10a’), 155,3 (NVP-C11a), 155,0 (NVP-C11a’), 151,5
(NVP-C9), 151,3 (NVP-CY’), 144,2 (NVP-C2), 143,9
(NVP-C2’), 143,1 (NVP-C4), 142,8 (NVP-C4’), 140,9

(NVP-C7), 140,1 (NVP-C7'), 136,1 (Trp-C7a), 133,8

(indole-C2), 133,3 (indole-C2'), 128,4 (indole-C3a) 128,0 (indole-C3a’), 124,7 (NVP-C4a), 124,5
(NVP-C4a’), 121,4, 120,9, 119,5, 119,4, 118,8, 118,6, 118,3, 118,2 (NVP-C3/C6a/C8, indole-
C4/C5/C6, 2 isdbmeros), 111,0 (indole-C7), 110,9 (indole-C7’), 109,1 (indole-C3), 108,2 (indole-
C3’), 55,3 (Trp-C2), 29,5 (NVP-C13), 28,2 (NVP-C12), 28,0 (NVP-C12’), 26,9 (Trp-C3), 26,5 (Trp-
C3’), 9,0 (NVP-C14 + C15, 2 isémeros), 8,8 (NVP-C14 + C15, 2 isémeros). EM (ESI) m/z: 469
[MH]*, 276 [MH,+2CH5CN]**, 255,6 [MH,+CH5CN]*".

11.5.2. Reacg¢do com N-Acetil-Cisteina
Na reaccdo efectuada de acordo com o método geral (descrito em Ill.4.) na presenca
de uma solucdo de N-acetil-cisteina (58 mg) com a duracdo de 24h, apds purificagdo por HPLC
semi-preparativo (com acetonitrilo em &cido férmico 0,1%) foi obtido o aduto 12-(N*-acetil-

cisteina-S-il)-nevirapina (27) com um rendimento de 16% (7,3 mg) a tg = 16 min. '"H RMN
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(Acetona-dg) &: 8,49 (1H, d, J=3,9 NVP-H9), 8,15 (1H, d, J=3,6 NVP-H2), 8,08 (1H, d, J=6,2 NVP-
H7), 7,18-7,13 (2H, m, NVP-H3 e NVP-HS), 4,68 (1H, s,

Cys-H2), 4,21-3,91 (2H, m, NVP-H12), 3,73 (1H, sl, HO
NVP-H13), 3,01-2,88 (2H, m, Cys-H3), 1,94 (3H, s, N- )J\
Ac-Cys-CHs), 0,86 (2H, m, NVP-H14 ou -H15), 0,39 (2H,
m, NVP-H14 ou -H15). **C RMN (Acetona-dg) 8: 172,0
(Cys-C1), 170,4 (C=0, N-Ac-Cys), 167,0 (C=0, NVP-C6),
161,2 (NVP-C10a), 155,7 (NVP-C11a), 152,5 (NVP-C9), (27)
144,9 (NVP-C2), 141,0 (NVP-C7), 140,3 e 140,1 (NVP-

C4), 125,7 e 125,6 (NVP-C4a), 122,4 (NVP-C8), 121,5
(NVP-C6a), 120,0 (NVP-C3), 52,9 (Cys-C2), 34,5 e 34,4 (Cys-C3), 32,5 e 32,3 (NVP-C12), c.a. 29,9
e 29,8 (NVP-C13), 22,7 (N-Ac-Cys-CHs), 9,4 (NVP-C14 + C15), 9,1 (NVP-C14 + C15). EM (ESI)
m/z: 428 [MH]*, 386 [MH,-COCH]*, 369 [MH-NH;]*, 342 [MH-CO,]*, 299 [MH-C;HsNO,]*, 265
[MH-C3H,NO,S]".

111.5.2.1. Desprotec¢ao do aduto 27
Parte da quantidade de aduto obtido (4 mg) foi dissolvida em acido trifluroacético (970
pL) a 60°C com agitagdo durante 5 dias. A reac¢do foi monitorizada por HPLC e quando se
obteve quantidade significativa de aduto desprotegido, foi neutralizada com NaOH 10 M e os 3
adutos obtidos, isolados por HPLC semi-preparativo a t; = 10, 12 (com acetonitrilo em acido

férmico 0,1%) e analisados por LC-MS (ESI).

111.5.3. Reacg¢ao com Histidina
Na reac¢do efectuada de acordo com o método geral (descrito em Ill.4.) na presenca
de uma solucdo de histidina (55,1 mg) com a duragdo de 21h, apds purificagdo por HPLC semi-
preparativo usando um gradiente linear de 20 min a 5-15% de acetonitrilo em acetato de
amonio 50 mM, seguido de 10 min de 15-40% e de mais 5 min até 100% de acetonitrilo,
obtiveram-se quatro produtos de 0,1 mg cada (tg = 6, 9, 20 e 21 min). Devido a pouca
guantidade de produto obtido ndo foi possivel a sua caracterizacdo estrutural adequada por

RMN.

lll.5.4. Reacg¢do com Lisina
Na reacc¢do efectuada de acordo com o método geral (descrito em Ill.4.) na presenca
de uma solugdo de lisina (51,9 mg) com a duragdo de 3 dias, apds purificagdo por HPLC semi-
preparativo, obtiveram-se dois produtos (tg = 9 e 16 min). Apenas o produto a tz = 16 min foi

posteriormente analisado por LC-MS (ESI).
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111.5.5. Reacg¢ao com Arginina
Na reac¢do efectuada de acordo com o método geral (descrito em Ill.4.) na presenca
de uma solugdo de arginina (61 mg) com a durac¢do de 2h, apés purificagdo por HPLC semi-
preparativo utilizando um gradiente linear de 15 min a 5-15% de acetonitrilo em acetato de
amonio, seguido de 5 min de 15-30% e de mais 2 min até 100% de acetonitrilo, obtiveram-se
dois produtos (tg = 14 e 18 min). Estes produtos foram analisados por RMN mas ndo foi

possivel a sua caracterizacao estrutural.

ll.5.6. Reacg¢dao com Glutationo

Na reacc¢do efectuada de acordo com o método geral (descrito em Ill.4.) na presenca
de uma solucdo de glutationo (109 mg) com a duragdo de 3h, apds purificacdo por HPLC semi-
preparativo (com acetonitrilo em acido férmico 0,1%), isolou-se o aduto 12-(glutationo-S-il)-
nevirapina (26) com um rendimento de 11% (9 mg), tx =14 min. '"H RMN (DMSO-dg) &: 8,63
(2H, sl, GSH-NH e NH’), 8,50 (2H, d, J=4,4 NVP-H9 e HY’), 8,14 (2H, d, J= 4,8 NVP-H2 e H2’),
8,04-8,02 (2H, m, NVP-H7 e H7’), 7,90 (2H, s, GSH-NH e NH’), 7,22-7,18 (4H, m, NVP-H3 e H3’,
NVP-H8 e H8’), 4,44-4,36 (2H, m, GSH-H5 e H5’), 4,21 (1H, d, J=6,0 NVP-H12a), 4,17 (1H, d,
J=5,6 NVP-H12a’), 3,78 (1H, d, J=10,4 NVP-H12b), 3,74 (1H, d, J=10,4 NVP-H12b’), 3,65-3,60
(2H, m, NVP-H13 e H13'), 3,49-3,41 (4H, m, GSH-H2 e H2'"), 3,31 (2H, t, J=6,2 GSH-H10 e H10'),
2,81-2,72 (2H, m, GSH-H12), 2,61-2,57 (2H, m, GSH-H12'), 2,32-2,29 (4H, m, GSH-H8 e H8'),
1,93 (4H, s, GSH-H9 e H9'), 0,89-0,87 (4H, m, NVP-H14 e H14’ ou H15 e H15’), 0,41-0,31 (2H, m,
NVP-H14 e H14’ ou H15 e H15’). *C RMN (DMSO-dg) &: 171,9 (GSH-C10), 171,8 (GSH-C10’),

171,0 (GSH-C1 e C1’), 170,4 (GSH-C4 e C4'),
170,3 (GSH-C7 e C7’), 167,1 (C=0, NVP-C6 e
C6’), 159,8 (NVP-C10a e C10a’), 154,5 (NVP-
Clla e Cl11a’), 151,3 (NVP-C9 e C9'), 143,7
(NVP-C2 e C2’), 140,7 (NVP-C4 e C4’), 140,0
(NVP-C7 e C7'), 124,2 (NVP-Cda e C4a’),
121,3 (NVP-C3 e C3'), 120,6 (NVP-C6a e
C6a’), 119,4 (NVP-C8 e C8'), 53,1 (GSH-C10
e C10'), 52,3 (GSH-C5 e C5’), 41,4 (GSH-C2 e

C2’), 33,4 (GSH-C12’), 33,0 (GSH-C12’), 31,4 (GSH-C8 e C8’), 30,7 (NVP-C12), 30,5 (NVP-C12’),
29,3 (NVP-C13 e C13'), 26,8 (GSH-C9 e C9’), 8,7 (NVP-C14 + C15, 2 isémeros), 8,4 (NVP-C14 +
C15, 2 isémeros). EM (ESI) m/z: 572 [MH]", 443 [MH-piroglutamato]’, 307 [GSH]", 287 [MH,]*".
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lll.6. Modificagdo da Albumina do soro humano com 12-MsO-NVP
lll.6.1. Métodoll
A uma solugdo de HSA (10 mg; 0,15 umol) em PBS (10 mL) foi adicionada uma solugdo
de 18 (1,0 eq; 5 mg; 13,9 umol) em THF (0,5 mL). A mistura reaccional foi incubada a 37°C com
agitacdo durante 3 dias. A solugdo limpida foi dialisada contra 2 L de dgua desionizada durante
32 h. A solucdo obtida foi dividida em vdrias aliquotas de 2 mL que foram evaporadas até a

secura e posteriormente hidrolisadas (hidrdlises acidas, enzimatica e hidrazindlise).

11l.6.2. Método Il
A uma solugdo de HSA (10 mg; 0,15 pumol) em PBS (10 mL) foi adicionada uma solugdo
de 18 (1,0 eq; 5 mg; 13,9 umol) em THF (0,5 mL). A mistura reaccional ficou a incubar a 37°C
com agitagdo durante 20h. Apds o que se adicionou 18 (1,0 eq; 5 mg; 13,9 umol) em THF (0,5
mL). A mistura reaccional ficou a incubar a 37°C com agitac¢do durante 3 dias. A soluc¢do limpida
obtida foi dialisada contra 2 L de dgua desionizada durante 24 h. A solu¢do obtida foi dividida
em varias aliquotas de 2 mL que foram evaporadas até a secura e posteriormente hidrolisadas

(hidrélise acida, enzimatica e hidrazindlise).

lll.7. Hidrélise da HSA modificada com 12-MsO-NVP
lll.7.1. Ensaios de hidrélise com HCI
11I.7.1.1. Temperatura a 110°C
A HSA modificada (1,2 mg e 0,6 mg) segundo os métodos | e Il (descritos em II1.5.1. e
I11.5.2., respectivamente) foi submetida a condi¢des de hidrélise na presenga de HCI 6M (0,6
mL e 0,4 mL, respectivamente) sob agitacdo a 110°C durante 22h ou 4h. Ao fim desse tempo,
as solugbes obtidas foram arrefecidas e neutralizadas com NaOH 10 M. As solu¢des foram
analisadas por LC-MS (ESI).
111.7.1.2. Com microondas
A HSA modificada (0,020 mg e 0,020 mg) segundo os métodos | e Il (descritos em
I11.5.1. e 111.5.2., respectivamente) foi submetida a condi¢cdes de hidrdlise na presenca de H,0
(10 pL em ambos os casos) e de HCl 6M (10 pL em ambos os casos) sob irradiacdo a 800 W
durante 1,5 min. Ao fim desse tempo, as solu¢des obtidas foram arrefecidas e neutralizadas

com NaOH 1 M. As solugGes foram analisadas por LC-MS (ESI).
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11I.7.2. Ensaios de hidrélise com &cido trifluoroacético/HCl na presenga de acido
tioglicdlico

A HSA modificada (0,1 mg e 0,1 mg) segundo os métodos | e Il (descritos em II1.5.1. e

I11.5.2., respectivamente) foi submetida a condi¢Ges de hidrélise, sob atmosfera de azoto, na

presenca de TFA/HCI 6M (1:2, v/v) (200 uL) com 5% (v/v) de acido tioglicdlico a 166°C durante

25 min. Ao fim desse tempo foi arrefecida e neutralizada com NaOH 1 M. As solu¢cées foram

analisadas por LC-MS (ESI).

1l.7.3. Ensaios de hidrélise com acido mercapto-etanossulfonico
A HSA modificada (1,2 mg e 0,9 mg) segundo os métodos | e Il (descritos em IIl.5.1. e
I11.5.2., respectivamente) foi submetida a condi¢des de hidrélise, na presenca de acido
mercapto-etanossulfénico 3M (1 mL). As solu¢Ges ficaram em agitacdo a 110°C durante 24h ou
72h. Ao fim desse tempo foi arrefecida e neutralizada com NaOH 1 M. As solugdes foram

analisadas por LC-MS (ESI).

11l.7.4. Ensaios de hidroélise enzimatica
A HSA modificada (0,8 mg e 1,2 mg) segundo os métodos | e Il (descritos em 1I1.5.1. e
II1.5.2., respectivamente) em PBS (286 puL e 429 uL, respectivamente) foi submetida a
condig¢Bes de hidrélise na presenga de uma solugdo de pronase E 0,53 mg/mL (15 uL e 23 pL,
respectivamente) e de uma solugdo de LAP 0,13 mg/mL (6 uL e 9 uL, respectivamente). As
solugBes foram gentilmente agitadas e incubadas a 37°C durante 20h. As solugdes foram

analisadas por LC-MS (ESI).

llI.7.5. Ensaios de hidrazinélise

A HSA modificada (1,4 mg e 1,0 mg) segundo os métodos | e Il (descritos em II1.5.1. e
I11.5.2., respectivamente) foi submetida a condi¢cdes de hidrdlise na presenca de hidrato de
hidrazina (14 pL e 10 pL, respectivamente) sob agitagdo a 100°C durante 15h. As solugdes
foram arrefecidas e neutralizadas com HCI 1M e depois analisadas por LC-MS (ESI).

Para uma melhor deteccdo dos produtos obtidos foi realizada uma derivatizacdo da
amostra com 5 mL de EtszN e com 5 mL de TFAA em 0,2 mL de 1,4-dioxano. A mistura
reaccional ficou em agitacdo a temperatura ambiente. Ao fim de 2h foi adicionado 0,2 mL de
NaOH 1M e ao fim de 30 min adicionou-se 0,5 mL de H,0 e fez-se uma extracgdo com CH,CI, (2
x 1 mL). A solugdo foi concentrada sob corrente de N, e posteriormente analisada por LC-MS

(ESI).
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111.8. Ensaios em branco de hidroélise da HSA
Para cada um dos tipos de hidrdlises efectuadas a HSA modificada pelos métodos | e Il

(descritos em I11.5.1. e 111.5.2., respectivamente) foi feito um ensaio em branco.

11.8.1. Ensaio em branco para a hidroélise com HCI
111.8.1.1. Temperatura a 110°C
Foi realizado um ensaio em branco com HSA (1 mg; 1,49 x 10® mol) a que foi
adicionado HCl 6M (0,5 mL). A mistura reaccional ficou em agitacdo a 110°C durante 22h ou
4h. Ao fim desse tempo foi arrefecida e neutralizada com NaOH 10 M.
111.8.1.2. Com microondas
Foi realizado um ensaio em branco com HSA (0,4 mg; 5,97 x 10° mol) a que foi
adicionado H,0 (10 pL) e HCl 6M (10 pulL). A mistura reaccional foi irradiada a 800 W durante

1,5 min. Ao fim desse tempo foi arrefecida e neutralizada com NaOH 10 M.

111.8.2. Ensaio em branco para a hidrdlise com acido trifluoroacético/HCl na
presenca de acido tioglicdlico

Foi realizado um ensaio em branco com HSA (0,4 mg; 5,97 x 10”° mol), sob atmosfera

de azoto, na presenga de TFA/HCI 6M (1:2, v/v) (200 pL) com 5% (v/v) de acido tioglicdlico a

166°C durante 25 min. Ao fim desse tempo foi arrefecida e neutralizada com NaOH 1 M.

111.8.3. Ensaio em branco para a hidrélise com acido mercapto-etanossulfénico
Foi realizado um ensaio em branco com HSA (1 mg; 1,49 x 10® mol) a que foi
adicionado acido mercapto-etanossulfénico 3M (1 mL). A mistura reaccional ficou em agitacdo
a 110°C durante 24h ou 72h. Ao fim desse tempo foi arrefecida e neutralizada com NaOH 10

M.

11.8.4. Ensaio em branco para a hidrélise enzimatica
Foi realizado um ensaio em branco com HSA 1 mg/mL em PBS a que foram adicionadas

as solugdes de enzimas pronase E (19 pL) e LAP (8 pL).

111.8.5. Ensaio em branco para a hidrazinélise
Foi realizado um ensaio em branco com HSA (1 mg; 1,49 x 10® mol) a que foi
adicionado hidrato de hidrazina (10 pL). A mistura reaccional ficou em agitacdo a 100°C

durante 15h e foi posteriormente arrefcida e neutralizada com HCl 1M .
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Para uma melhor detec¢do dos produtos obtidos foi realizada uma derivatizacdo da
amostra com 5 mL de EtzN e com 5 mL de TFAA em 0,2 mL de 1,4-dioxano. A mistura
reaccional ficou em agitacdo a temperatura ambiente. Ao fim de 2h foi adicionado 0,2 mL de
NaOH 1M e ao fim de 30 min adicionou-se 0,5 mL de H,0 e fez-se uma extracgdo com CH,Cl, (2

x 1 mL). A solugdo foi concentrada sob corrente de N, e posteriormente analisada por LC-MS

(ESI).
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