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Resumo

GRECO, G.L.C. Estudos sobre planejamento de tuberculostaticos potenciais
derivados de dendron de acido 2,2-bis-(hidroximetil)propiénico(bis-MPA) com
associacdo de isoniazida e ibuprofeno: sintese e ensaio bioldgico do derivado de
ibuprofeno. 2021. 91p. Dissertacdo de mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) e envolve, principalmente, graves problemas pulmonares. No entanto, pode-se
alojar em outros tecidos. A terapia atual da TB tem dura¢do minima de seis meses e é
composta por duas fases de tratamento, sendo a isoniazida e a rifampicina os principais
farmacos da terapia de primeira linha. Durante o tratamento € comum 0s pacientes
sentirem desconfortos como: nausea, vomito, cefaleia, desconforto abdominal entre
outros, devido aos efeitos adversos provocados pelos medicamentos. A taxa de abandono
e a coinfeccdo por HIV constituem preocupagdo mundial no tratamento da TB, uma vez
que o HIV, por envolver diminui¢do da imunidade, facilita a infeccdo e a manifestacéo
da doencga pelo M. tuberculosis. Ja o abandono do tratamento pode resultar em resisténcia
das micobactérias aos farmacos, dificultando o processo de cura e aumentando 0s riscos
de morte. Ante esse cenario, h& necessidade de se introduzir novos farmacos
tuberculostaticos. Dentre os métodos de modificagdo molecular de compostos bioativos
utilizados com o intuito de aprimorar a respectiva eficacia e introduzir novas alternativas
terapéuticas, destaca-se a latencia¢do. Esse processo possui como principal objetivo o
aprimoramento das propriedades farmacéuticas, farmacocinéticas e, indiretamente, das
farmacodindmicas. J& os dendrimeros sdo macromoléculas com diversas aplicacfes
bioldgicas, entre elas a utilizagdo como transportador de farmacos na latenciacdo. Por
outro lado, o reposicionamento de farmacos oferece um caminho mais rapido e de menor
custo, quando comparado ao método tradicional de descoberta de novos compostos
bioativos, sendo, assim, estratégia valida na busca de novos tratamentos para a TB. Face
ao exposto, este projeto teve por objetivo inicial desenvolver pro-farmaco e farmaco
dirigido, com manose como grupo diretor, derivado de dendron (bis-MPA), com
associacdo de isoniazida e ibuprofeno. Este ultimo é consagrado como anti-inflamatério
e, desta forma, constitui-se em reposicionamento para a TB. Ademais, a associacdo desses
farmacos tem o proposito de oferecer dois mecanismos distintos de acao, resultando em
sinergismo além de seletividade, diminuindo os efeitos adversos dos farmacos envolvidos
e minimizando o surgimento de micobactérias resistentes. Dos compostos planejados,
obtiveram-se, nesse trabalho, os intermediarios como succinilisoniazida, bis-MPA
protegido e o dendron de ibuprofeno. Os compostos obtidos foram analisados por RMN
1H e 13C e alguns deles no V. O intermediario de ibuprofeno também foi caracterizado
através de RMN bidimensional. Este intermediario foi submetido a ensaios in vitro, entre
eles, ensaios que demonstraram atividade bactericida em cepas Hz7RV em concentragdes
de 8,1 nM — 208 nM.

Palavras-chave: Tuberculose; dendrimeros; latenciagdo; reposicionamento;
ibuprofeno.



Abstract

GRECO, G.L.C. Design and evaluation of potential tuberculostatic analogues of 2,2-
Bis(hydroxymethyl)propionic acid (bis-MPA) with association of ibuprofen and
isoniazid: synthesis and biological evaluation of ibuprofen analogue. 2021. 91p.
Dissertacdo de mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2021.

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
that mainly affects the lung tissue. Currently, tuberculosis chemotherapy can last for at
least 6 months and is divided in two stages. Isoniazid and rifampicin are the most
important drugs of the first line drugs. During the treatment patients can develop some
side adverse effects caused by the drugsused like nausea, emesis, headache and abdominal
pain, which can lead to the treatment dropout. Co-infection with HIV and treatment
dropout rate are two concerning problems worldwide. The HIV leads to
immunosuppression, which can facilitate the infection and also the manifestation of the
disease caused by the Mth. On the other hand, incomplete treatment can lead to resistant
forms of TB that are more lethal and difficult to cure. New drugs and treatment options
are needed to overcome these problems. Molecular modification of bioactive compounds
can be a way out to introduce new drug candidates. Latentiation is a method of molecular
modification that can increase the efficacy of bioactive candidates. This method consists
of the enhancement of pharmaceutical properties, pharmacokinetics and indirectly the
pharmacodynamic properties. Dendrimers are known for being macromolecules with a
vast range of biological application such as drug delivery in latentiation. In adittion, drug
repositioning offers a faster and inexpensive drug development, when compared with the
traditional method of discovering new drug candidates, which is a logical alternative since
TB is strongly associated with poverty. Against this background this project had the initial
purpose of developing a targeted drug and prodrug derived of bis-MPA dendron with
association of isoniazid and ibuprofen repositioning utilizing mannose as director group.
Furthermore, the association between ibuprofen and isoniazid had the purpose to provide
two distinct mechanism of action with selectivity reducing the side effects issue and also
the upcoming of Mtb resistant strains. Among the planned compounds of this project,
three different intermediaries were obtained and analyzed by 1H and 13C NMR and some
of them by infrared spectroscopy. The ibuprofen intermediary was also characterized by
two-dimensional NMR. In vitro evaluation revealed that the ibuprofen intermediary was
active against Hz7RV Mtb strain in concentrations ranging from 8,1 nM to 208 nM.

Keywords: Tuberculosis; dendrimers; pro drug; ibuprofen; repositioning.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), que afeta principalmente os pulmdes, mas que pode se manifestar em
outros 6rgdos. A transmissao do bacilo ativo ocorre por via aérea, pela qual um individuo
infectado emite particulas no ar, através da tosse ou espirro, em forma de aerosséis
contendo bacilos ativos de M. tuberculosis, infectando outros individuos (TB Alliance,
2019).

Estimativas publicadas no Global Tuberculosis Report de 2020 (WHO, 2020)
indicam cerca de 10 milhdes de novos casos no plano mundial (Figura 1), em 2019, sendo

12% constituidos por criangas. De maneira geral, a incidéncia € maior no sexo masculino.
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Figura 1 — Taxa de incidéncia de TB no mundo, em 2019 (adaptado de WHO, 2020).



Apenas 0ito paises sdo responsaveis por 66,2% dos casos de TB no mundo: india,
Indonésia, China, Nigéria, Paquistdo Filipinas, Bangladesh e Africa do Sul. Em 2019,
estimavam-se 1,2 milhdes de mortes por TB além das 300 mil mortes resultantes da
coinfeccdo com HIV. Apesar de se ter registrado decréscimo da incidéncia da doenca
mundialmente, este ainda ndo foi suficiente para atingir a meta projetada em 2015, de
diminuir, anualmente, cerca de 4-5% o0 numero de novos casos até 2020. Dos 20% de
decréscimo projetado, apenas 9% foi atingido entre 2015-2020. O esquema 1 mostra 0s

objetivos tracados pela End TB Strategy, em 2015.

Porcentagem de pessoas com TB que

Taxa de incidéncia de TB Numero de mortes por TB g w
P enfrentam dificuldades econémicas*
Objetivo Objetivo Objetivo
0/ 9% Cy 14% ¢y 49%
20% 3% 35% RWn 0% _ 2% .
redugdo redugdo reducio redugdo «m 056 de pessoas com TB
2015-2019 2015-2019 2015-2019 2015-2019 que enfrentam

dificuldades
econdmicas*

* Situagdes em que o custo do tratamento para o paciente é igual ou maior a 20% da renda familiar.

Esquema 1 — Objetivos tracados pela End TB Strategy e os resultados obtidos (Adaptado de WHO, 2020)

No Brasil, ao final de 2019, registraram-se 96.000 casos de TB/HIV negativos e 11
mil com coinfeccao por HIV. Segundo dados da OMS de 2019 (WHO, 2020), registraram-
se, no Pais, ao final de 2019, 4.900 mortes de pacientes HIV negativos e 1.800, com HIV
positivo. Apesar de ser um pais em que mais de 80% dos infectados possuem tratamento
garantido pelo Sistema Unico de Satde (SUS), o Brasil faz parte dos 30 paises com maior
namero de casos de TB no mundo. Ressalta-se, entdo, a necessidade de novos tratamentos,
uma vez que garantir acesso ao tratamento néo garante a diminuicao de novos casos. Dados
divulgados pela OMS revelam que o numero de novos casos ao final de 2017 era de 91 mil

casos, 95 mil, ao final de 2018 e 96 mil, ao final de 2019 (WHO, 2018, 2019, 2020).



1.2 Quimioterapia da tubeculose

A quimioterapia atual da tuberculose, segundo o Ministério da Saude do Brasil

(2018), consiste em longo tratamento, que pode durar de seis meses até dois anos ou mais

(Quadro 1). O tratamento consiste em duas fases: a primeira, intensiva, na qual séo

administrados quatro farmacos durante quatro meses:

2HRZE, correspondendo a,

respectivamente, isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z) e etambutol (E); ja a

segunda fase, a de manutencdo, € constituida pela administracdo de 4HR durante dois

Meses.

Quadro 1 - Regime da quimioterapia da tuberculose preconizado pelo Ministério da Salde, Brasil, em

Farmacos Peso, kg
(mg/comprimido)

2018.
2RHZE
R (150)
Fase intensiva - Rifampicina (R) H (75)
v" 2 meses - Isoniazida (H) Z (400)
- Pirazinamida (2) E (275)
- Etambutol (E)
4RH
R (150)
Fase de~ - Rifampicina (R) H (75)
manutengao - Isoniazida (H)
v' 4 meses

20-35
36- 50
>50
<20

20-35
36-50
>50

10/10/35/25 mg/kg
por dia

2 comprimidos
3 comprimidos
4 comprimidos

10/10 mg/kg por
dia
2 comprimidos

3 comprimidos

4 comprimidos



A Figura 2 mostra a estrutura quimica desses farmacos.
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Figura 2 — Farmacos utilizados na primeira e segunda fases do tratamento da TB.

Segundo o Ministério da Saude (2018), a maior dificuldade é o abandono do
tratamento devido a melhora do quadro sintomatico. Logo nas primeiras semanas de
tratamento, os pacientes se sentem melhor e o abandonam. No entanto, ao realizar o
tratamento de forma incompleta ou incorreta, cria-se resisténcia aos farmacos de primeira
linha (WHO, 2018). Em um estudo clinico realizado na Coreia do Sul, 220 pacientes com
tuberculose foram tratados com os farmacos anti-TB de primeira linha. O tratamento
resultou em 85% de taxa de cura dos pacientes e 0s principais efeitos adversos reportados
foram distarbios gastrointestinais (18,4%), transtornos psiquiatricos (5,5%), artralgia
(4,7%), hepatite (3,9%), neuropatia periférica (3,1%), hipotireoidismo (2,3%), crises
epilépticas (2%), efeitos dermatoldgicos (2%), ototoxicidade (1,6%) e nefrotoxicidade

(1,29%) (YANG et al., 2017).



1.2.1 Resisténcia do M. tuberculosis ao tratamento

Quadro 2 — Mecanismo de ac¢do e de resisténcia dos dois principais farmacos no tratamento da TB.

Farmacos

Mecanismo de acao

Mecanismo de resisténcia

Isoniazida

- Inibicdo da sintese dos acidos
micolicos (AM) da parede células da
micobactéria, atraves da inibicdo da
InhA (enzima que atua na biossintese
do AM) (UNISSA et al., 2016);

- Precisa ser metabolizada para
radical isonicotinil pela KatG
(PIERATTELLI et al.,2004);

- Radical isonicotinil se liga ao
NADH formando um complexo
InhA-isonicotinil-NADH, travando a
capacidade de sintese da enzima
(BANERJEE et al., 1994; RAWAT
et al., 2003);

- A maioria dos mecanismos de
resisténcia do Mtb a isoniazida esta
relacionado a mutagdes na enzima
KatG (UNISSA et al., 2016);

- A mutagdo mais incidente é
S315T, que diminui a afinidade da
KatG pela isoniazida
(KAPETANAKI et al., 2003);

- Qutras mutagbes pontuais
resultam em diminuicdo da
afinidade da KatG pela isoniazida
ou inibicdo da capacidade de
oxidativa da enzima (BERTRAND
et al., 2004);

Rifampicina

- Inibicéo da sintese de RNA através
da inibicio da RNA polimerase
micobacteriana (LAGUERRE et al.,
2018);

- Se liga ao canal de saida da RNA
polimerase na  subunidade 3,
bloqueando o  processo  de
transcricdio (LAGUERRE et al.,
2018);

- O mecanismo de resisténcia a
rifampicina esta associado a
mutacbes no  gene  rpoB,
responsavel pela codificacdo da
RNA polimerase (ALIFANO et al.,
2015; RAHIM et al., 2012);

- As principais mutacdes estdo
relacionadas a alteracbes de
residuos  préximos ao  sitio
catalitico e sitios adjacentes da
RNA polimerase (ALIFANO et al.,
2015; RAHIM et al., 2012);

- As mutagdes mais incidentes séo
nos residuos S531L, H526Y e
D516V (ALIFANO et al., 2015;
RAHIM et al., 2012);




A TB multirresistente (MDR-TB) surge quando ha resisténcia a isoniazida e a
rifampicina e € denominada TB resistente a rifampicina (RR-TB), quando a resisténcia é
associada apenas a rifampicina. Ja a TB extensivamente resistente (XDR-TB) surge quando
h& resisténcia a isoniazida, a rifampicina, com resisténcia adicional a qualquer
fluorquinolona e pelo menos a um aminoglicosideo injetavel. Vale ressaltar que o0s
tratamentos disponiveis para as formas resistentes sao mais toxicos, de maior custo e com
menor taxa de cura. Para evitar a ocorréncia de abandono ao tratamento, a OMS recomenda
a adesdo da estratégia do tratamento diretamente observado de curta duracdo, TOD, em

inglés, DOT, que possui cinco diretrizes (WHO, 2018):

e Compromisso politico e apoio financeiro para a manutencdo das atividades de
controle da tuberculose;

e |dentificacdo dos casos de tuberculose através da baciloscopia do escarro de
sintomaticos respiratorios;

e Esquema de farmacos antituberculose padronizado e administrado através de TDO,
pelo menos nos dois primeiros meses de tratamento;

e Garantia do suprimento regular dos medicamentos antituberculose e

e Sistema de notificacdo e avaliacdo dos resultados do tratamento de cada paciente

e do programa de controle de tuberculose como um todo.

Apesar de 0 método TDO permitir o contato frequente entre o paciente e 0s
profissionais de salde, o que favoreceria a adesdo ao tratamento, revisdes sistematicas
descritas por Seaworth et. al (2013) e Karumbi et al (2015) ndo apontam maior efetividade
desse metodo em comparacdo ao tratamento autoadministrado. No entanto, deve-se levar
em consideracdo outros fatores que influenciam no tratamento da TB e ndo apenas a tomada

dos medicamentos, como:
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e Fatores relacionados ao paciente: idade, comorbidades, estado imunologico,
estado nutricional, adesdo ao tratamento, caracteristicas genéticas;

e Fatores relacionados ao bacilo: viruléncia do bacilo, suscetibilidade da cepa,
extensao da doenca;

e Fatores relacionados ao atendimento: acesso do paciente ao sistema de salde,
supervisao do tratamento e capacidade da equipe salde e

e Fatores relacionados ao tratamento: quantidade de cada fa&rmaco administrado,
biodisponibilidade, sinergia ou antagonismo entre os farmacos e interacao

medicamentosa com outros farmacos.

Mesmo com a discusséo da eficacia do TDO versus tratamento autoadministrado,
0 primeiro continua sendo a pratica utilizada pelos programas de tuberculose dos Estados
Unidos e Europa, isso devido a alta conversdo de baciloscopia de escarro durante o
tratamento, passando de positivo para negativo. O TDO foi implementado no Brasil em
1998, pelo Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), mas foi
descentralizado em 2000, com a expansdo do controle para a aten¢do basica com objetivo
de atingir 100% das unidades de satde dos municipios, algo que ficou somente nos planos
desde entdo. A Figura 3 mostra a porcentagem mundial de novos casos de RR/MDR-TB
ao final do ano de 2019. Registraram-se cerca de 206 mil novos casos de RR/MDR-TB ao

final desse ano.
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Figura 3 - Porcentagem de novos casos de RR/MDR-TB em 2019. (WHO, 2020).

Esse valor, na realidade, representa 44% do nimero total de casos de RR/MDR-TB
para esse ano, uma vez que muitos paises ndo realizam testes de suscetibilidade aos
farmacos de primeira linha. De acordo com a OMS, estima-se que houve 465 mil novos
casos de RR/MDR-TB, em 2019 (WHO, 2020). Destaca-se a divergéncia de um pais como
o Brasil (Figura 3), que esta entre os 10 paises com maior nimero de incidéncia, apresentar
porcentagem de RR/MDR-TB inferior & dos EUA e do continente Europeu, onde a

incidéncia de novos casos é relativamente bem menor.

A Figura 4 mostra a porcentagem de casos positivos de RR/MDR-TB que foram
testados para suscetibilidade a fluorquinolonas. Pode-se observar que o Brasil ndo possui
dados para tal categoria. Um pais que apresenta casos subnotificados de RR/MDR-TB e
adicionalmente ndo apresenta dado de detecgdo de pacientes resistentes a fluorquinolonas

(classe de farmaco utilizado no tratamento de segunda linha) explica uma das razdes pelas
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quais o Brasil se encontra entre os 10 paises com maior numero de incidéncia de casos de
TB, mesmo fornecendo tratamento de primeira linha para mais de 80% de sua populacao
infectada. No entanto, ndo se observa a mesma competéncia em relacdo a deteccao de casos
resistentes, como pode-se observar nos casos subnotificados de RR/MDR-TB (Figura 3)
além da auséncia de dados que comprovariam a presenca, ou ndo, de casos de XDR-TB

como mostra a Figura 4.
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Figura 4 - Porcentagem de casos de RR/MDR-TB positivos que foram testados quanto a suscetibilidade a
fluorquinolonas, em 2019 (WHO, 2020).

1.2.2 Novos farmacos e associacdes para formas resistentes de TB

Em agosto de 2018, reportaram-se 20 novos candidatos a tuberculostaticos em
testes clinicos de fase I, 11 e I11, 0 que mostra a preocupagdo mundial em erradicar a TB. A
maioria das pesquisas é financiada pelos Estados Unidos (US$ 1,8 bilhdes), seguido de
Reino Unido e Unido Europeia (ambos US$ 263 milhdes cada), embora 0s demais paises

ndo cheguem a US$ 63 milhdes em investimento.
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Farmacos como bedaquilina e delamanida ja receberam aprovacdo regulatéria

acelerada ou condicional com base na avaliacdo dos resultados de Fase Ilb. O

reposicionamento de farmacos vem sendo uma alternativa e, dos 20 novos candidatos a

farmacos anti-TB, sete farmacos estdo sendo reposicionados e testados para o tratamento

da TB: clofazimina, linezolida, levofloxacino, moxifloxacino, nitazoxanida, rifampicina

(dose elevada) e rifapentina. A Figura 5 mostra a atual situacdo de novos farmacos, novos

candidatos a farmacos, farmacos reposicionados além de novas associa¢fes em avanco para

o tratamento da TB.
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* SPR720
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\* TBA-7371
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***paMZ - Pretomanida, moxifloxacino e pirazinamida.
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Figura 5 — Farmacos e potenciais farmacos e associa¢@es para o tratamento da TB e suas respectivas fases
de estudo. Todos os estudos apresentados encontram-se em andamento (Adaptado de StopTBPartnership
clinical pipeline).

Novos tratamentos e associacOes estdo sendo estudados e testados e esses estudos

visam a encontrar novas alternativas, principalmente para o tratamento das formas

resistentes de TB (WHO, 2018). Entre eles podem-se destacar:
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endTB: teve seu inicio em 2017 e compara diversas combinagdes de novos
farmacos ao tratamento difundido pela OMS para MDR-TB. Os regimes
testados incluem bedaquilina ou demalanida (ou os dois), moxifloxacino ou
levofloxacino, e pirazinamida com adicéo de linezolida ou clofazimina (ou
ambos).

MDR-END: é um estudo avaliando regime de 9 a 12 meses com a tomada
de demalanida, linezolida, levofloxacino e pirazinamida para o tratamento
de pacientes com MDR-TB que ndo tenham resisténcia a fluorquinolonas.
NeXT: iniciou-se em 2016, na Africa do Sul, e tem como objetivo realizar
um comparativo entre o regime de 21-24 meses preconizado pela OMS e
um regime sem injetaveis, de 6 a 9 meses, contendo bedaquilina, etionamida
ou altas doses de isoniazida, linezolida, levofloxacino e pirazinamida em
pacientes com MDR-TB.

TB-PRACTECAL: é um estudo que esta em Fase II/111 e que visa a avaliar
a eficacia e seguranca de um regime de 6 meses contendo bedaquilina,
pretomanida e linezolida, com adicdo ou ndo de moxifloxacino e
clofazimina para o tratamento de adultos com MDR-TB ou XDR-TB. Os
resultados iniciais demonstram conversdo de baciloscopia de escarro em
oito semanas e a diminuicdo de resultados negativos como falha no
tratamento ou recidiva, morte ou descontinuacdo devido a longos
tratamentos. Estd sendo desenvolvido pela organizacdo humanitaria
internacional, Medicos sem Fronteiras, e demais colaboradores e

implementado na BielorrGssia, Africa do Sul e Uzbequistéo.
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1.2.3 Reposicionamento de farmacos em Tuberculose

Estima-se que cerca de 2 a 3 bilhdes de pessoas no mundo estejam infectadas com
o0 bacilo na forma latente, isto €, ndo manifestam a doenca, e apenas 5-15% das pessoas
infectadas manifestam o bacilo em sua forma ativa. Entretanto, quando a imunidade est&
comprometida, a TB pode progredir da forma latente para a ativa. Adicionalmente, com o
surgimento do HIV, a TB passou de uma doenca tratavel e controlada para a doenca que
mais mata pessoas infectadas com HIV no mundo (UNAIDS, 2018). Ante este cenério, fica
evidente a necessidade da descoberta de novos farmacos para o tratamento da TB. Contudo,
0 desenvolvimento de novos compostos é complexo, longo e de alto custo. O tempo médio
para o desenvolvimento de um novo composto é de 10-15 anos, com gastos estimados de
US$ 500 milhGes a US$ 2 bilhdes. Ainda, vale acentuar que 70% dos compostos bioativos

falham na fase pré-clinica devido a toxicidade (FAKUNLE; LORING, 2012).

Utilizando o reposicionamento de farmacos como uma estratégia interessante para
o tratamento da TB (BOEREE et al., 2017), surgem “novas velhas” alternativas para inserir
farmacos que ja foram estudados e aprovados pelos 6rgdos de regulamentacdo de
medicamentos. Portanto, o reposicionamento é uma técnica que contempla a utiliza¢éo de
um farmaco ja conhecido em outro alvo ainda nao estudado, isto é, um alvo de acéo
diferente da indicacao terapéutica usual. Dessa forma, o risco de desenvolvimento € menor,
visto que os candidatos ao reposicionamento sdo estruturas conhecidas e estudadas, em
geral, com histérico de aplicagdo em humanos, o que ajudaria no tempo de

desenvolvimento do farmaco (ASHBURN; THOR 2004).

O ibuprofeno (5) (Figura 6) e outros acidos arilpropiénicos possuem diversos alvos
em humanos. E comumente conhecido pela inibicdo da ciclooxigenase 1 e 2 (COX1 e

COX2), enzimas responsaveis pela catdlise da transformacéo do acido araquiddnico em
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prostaglandinas, que sdo moléculas essenciais na mediacéo da resposta inflamatoria. No
entanto, o IBP é capaz de inibir outros alvos em humanos como a gama-secretase (via ndo
amiloidogénica pela qual se produz a proteina precursora amiloide) (GOLDE, 2013), a
subunidade y do receptor nuclear ativado por proliferadores de peroxissomos (PUHL et al,
2015), fator nuclear kappa B (NF-xB) (DAULETBAEYV, 2010) e Rho-GTPase (BUSHRA,
2010). Guzman et al. (2013) realizaram estudos com ibuprofeno (IBP), farmaco da classe
dos anti-inflamatdrios nao-esteroides, e outros acidos 2-arilpropionico e sua atividade
tuberculostatica. Durante o desenvolvimento deste estudo, realizou-se a identificacdo das
estruturas macromoleculares que interagem com o IBP nas células humanas. Apos a
identificacdo da estrutura-alvo, seus aminoacidos foram sequenciados e, posteriormente,
comparados para a procura de um homoélogo na M. tuberculosis. Um dos alvos moleculares
do IBP nos humanos é a RHO-GTPase, que possui um homologo na micobactéria
denominado Rv2839c. Este homdlogo é uma proteina que pode vir a ser o fator de iniciacdo
de traducdo IF-2 (infB), sendo classificado como um componente essencial para iniciacéo
da sintese proteica da bactéria. Neste estudo verificou-se que o IBP foi capaz de inibir
completamente o crescimento de cepas de Mth Hz7RV in vitro em concentragdes acima de

75 mg/L.

Byrnes e colaboradores (2007) realizaram um estudo que verifica a capacidade de
diminuicdo do crescimento de Mtb em roedores administrando IBP sozinho, em adicéo a
isoniazida e a pirazinamida. Verificou-se que sozinho IBP n&o foi capaz de diminuir a
contagem bacteriana, no entanto em adicdo tanto a isoniazida quanto a pirazanamida 0s
resultados foram melhores que os respectivos farmacos sozinhos. No modelo proposto por
Byrnes, a rota de infeccéo dos roedores foi através de aerossdis contendo Mtb. Ja Vilaplana

e colaboradores (2013) verificaram em ensaios in vivo a capacidade significativa do 1BP
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de reduzir tanto as lesGes pulmonares dos roedores quanto a carga bacteriana, além de

aumentar o tempo de sobrevivéncia dos animais em que o IBP foi administrado.

Mortensen e colaboradores (2019) acreditam que a divergéncia entre os resultados
de ambos os grupos esté relacionada a rota de infeccdo dos roedores, aerossol (Byrnes et
al) vs intravenoso (Vilaplana et al), uma vez que Mortensen verifica que ao tratar com IBP
roedores que foram infectados através de aerossois a contagem bacteriana aumenta, ao
passo que o oposto € verificado quando a rota de infeccdo dos roedores é através da via

intravenosa.

OH

5

ibuprofeno

Figura 6 — Estrutura quimica do ibuprofeno (5).

1.3 Método da latenciacdo no planejamento de novos farmacos

No ambito do desenvolvimento de novos farmacos, destaca-se a latenciacdo, um
dos métodos de modificacdo molecular utilizados. A latenciacdo tem como principal
objetivo a producdo de molécula bioativa ou farmaco em forma de transporte inativo, que,
conforme sofre processos bioldgicos ou quimicos, libera seu composto ativo para que ele
exerca sua acdo (CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005; RAUTIO et al., 2008; CHOI-
SLEDESKI, WERMUTH, 2015). A latenciacdo permite, entdo, que as caracteristicas
farmacéuticas, farmacocinéticas e, indiretamente, as farmacodinamicas sejam aprimoradas,

comparativamente a molécula prototipo.
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Os pro-farmacos foram classificados, em 1984, por Wermuth e divididos em:

7
A X4

Pro-farmacos classicos, que sdo os farmacos precursores ligados a um
transportador, que os tornam inativos ou menos ativos, uma vez que sofrem
reacOes enzimaticas e/ou quimicas, liberando o composto ativo,
especialmente, por hidrolise.

% Bioprecursores, também sdo inativos in vitro, mas, ao sofrerem
biotransformacao, produzem metabolito ativo, sem necessidade de se ligar
a transportador, como nos classicos.

% Pro-fArmacos mistos possuem caracteristicas dos classicos e dos
bioprecursores. Para o transporte do farmaco no local de acéo € necessario
que o transportador seja metabolizado. Sofre nova biotransformacao no
local de acdo, onde ocorre a liberacdo do farmaco ativo.

% Pro-farmacos reciprocos sdo formas latentes em que o transportador

possui atividade terapéutica, diferentemente dos pro-farmacos classicos,

promovendo ac¢do sinérgica, por mecanismos similares ou diferentes.

R/
L X4

Farmacos dirigidos correspondem a farmacos ou compostos bioativos
ligados a um transportador especifico, que ira dirigir o farmaco as células,
tecidos ou Orgdos, seletivamente, reduzindo os efeitos adversos e
toxicidade, por diminuir sua concentracdo préximo a alvos indesejados

(CHUNG et al., 2005).

1.3.1. Dendrimeros e Dendrons como transportadores de farmacos/composto
bioativos
A utilizagdo de dendrimeros como transportadores de farmacos é uma aplicacéo

gue vem entusiasmando 0s pesquisadores devido a sua capacidade de conjugar farmaco e
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grupo diretor na mesma molécula (KESHARWANI; JAIN; JAIN, 2014). Segundo
definicdo de Fukuda (2018), dendrimeros sdo macromoléculas podendo ter dimensdes
tanto nanomeétricas quanto submicrométricas e que partem de um nucleo central para
formar estruturas, homogéneas e monodispersas. Essas macromoléculas podem ser
divididas em dendrimeros que possuem estrutura simétrica e bem definida ou podem ser
classificados como polimeros hiper-ramificados, que, por sua vez sao estruturas
semelhantes, mas possuem diferentes tipos de ramificacdo tornando a macromolécula
assimétrica. A estutura de um dendrimero é dividida em trés regies: (1) um nucleo
multifuncional; (2) camada intermediaria formada por ramificacdes sucessivas, conhecidas
como dendrons, que servem como protecdo do ambiente externo. A cada nova ramificacao
cria-se uma geracdo e o numero de geracOes fica limitado ao impedimento estérico; (3)
superficie funcionalizada, que pode abrigar diversos grupos funcionais, responsaveis pela
interacdo com o0 meio externo, além de definir suas caracteristicas macroscopicas
(BELLINI, 2015). Os dendrimeros possuem inameras aplicacdes no campo medicinal e
bioldgico como: agentes de contraste para ressonancia magnética, terapia fotodinamica,
aumento da solubilidade, além do transporte de farmacos, entre outros (ARAUJO et al.,
2018; PATEL, 2013; TRIESSCHEIJN et al., 2006; NISHIYAMA et al., 2003; ZHANG et
al., 2003; FROEHLING, 2001; TOMALIA, 1986).

As primeiras sinteses dos dendrimeros partiam de um ndcleo poliaminado (Figura
7) (PAMAM - poliamidoamina), desenvolvido por Donald A. Tomalia (TOMALIA et al.,
1985), denominadas de sinteses divergentes (BELLINI, 2015; KAUR, 2014). A sintese
divergente foi desenvolvida por grupos de pesquisa liderados por Tomalia e Newkome e é
baseada na construcdo do dendrimero a partir do foco central multifuncional, no qual s&o
adicionados os dendrons até que toda sua superficie multifuncional esteja ocupada, dando

origem a um dendrimero de primeira geragdo (GONCALVES, 2012; GIAROLLA, 2012).
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Apesar de ser o método mais utilizado pelas industrias, a metodologia divergente pode
levar a formacdo de estruturas falhas e imperfeitas. Tal fato ocorre em razdo de
substituicdes incompletas durante o crescimento da malha dendrimérica. No entanto, este
processo pode ser corrigido ao adicionar 0 monémero em excesso para que todas as
substituicdes sejam feitas, dando origem a dendrimeros completos (MALKOCH,;

GARCIA-GALLEGO, 2020).
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Figura 7 — Dendrimero PAMAM de 22 geracdo (PRUSINER et al., 2003).

A metodologia convergente surgiu para corrigir as falhas nas substituicdes durante
o crescimento da malha dendrimerica apresentados pela sintese divergente. Esse método
consiste na construcdo do dendrimero de fora para dentro e foi realizada por Hawker e
Frechét (1990). A sintese é iniciada a partir dos dendrons, que sdo ligados a diversos
monomeros, formando a malha dendrimérica e a superficie externa funcional. Somente
depois é adicionado o foco central, resultando na obtencéo de dendrimeros monodispersos,
simétricos ou assimétricos, com purificagdo mais facil, quando comparado ao método
divergente, e alto rendimento. Entretanto, esta técnica se limita a dendrimeros com menos

geragdes, uma vez que, quanto maior o nimero de gerag6es mais dificil fica a inser¢éo dos
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dendrons ao ndcleo central devido ao impedimento estérico (BELLINI, 2012; WALTER,

MICHAEL, 2012; GIAROLLA, 2012, MALKOCH; GARCIA-GALLEGO, 2020).

A Figura 8 apresenta os blocos de construcdo dos dendrimeros e os dois métodos

de sintese mais utilizados.

Geracgdes Ga
G3
G2
%W - 4
Foco
central

Mondémero AB, Nucleo  Dendrimero G4 Dendron G4 Dendrimero G4

Métodos convencionais Outros métodos

R

Estégio de crescimento convergente duplo

N

Hipermonémer:

ta g
pbips ﬁa.aiéﬁ%ﬁy§§l g
AN

Crescimento convergente

g

Crescimento divergente

g. Crescimento dendritico
a. Ativagdo dos grupos periféricos
a*. Ativagdo do foco central

Crescimento exponencial duplo

Figura 8 — Componentes estruturais dos dendrimeros, dendrons e seus principais métodos de sintese
(Adaptado de MALKOCH, 2020).

A capacidade dos dendrimeros em serem utilizados como transportadores dirigidos
os tornam alvos de extrema importancia para o desenvolvimento de novos farmacos

seletivos, incluindo os tuberculostaticos. Ao dirigir o farmaco diretamente para onde 0
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bacilo esta alojado, os efeitos adversos irdo decair, seja pelo efeito direcionado ou pela
diminuicdo da dose (KESHARWANI; JAIN; JAIN, 2014).

Apesar de ser uma tecnologia promissora, 0s dendrimeros apresentaram em
diversos estudos certa toxicidade dependente da dose e do nimero de geracGes. Estudos
demonstraram que dendrimeros PAMAM podem provocar hemolise devido a interacdo de
aminas livres cationicas da superficie funcionalizada com as hemécias (LUONG et al.,
2016). Portanto, quanto maior o numero de geragdes, maior a probabilidade de a molécula
ser toxica as células humanas (MUKHERJEE et al., 2010; JAIN et al., 2010), restringindo,
assim, o numero de geracdes para aplicacdo na area biomédica.

Polimeros dendriticos, ou dendrons, contendo acido 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico (bis-MPA) foram introduzidos por Hult et al., por volta de
1990, e hoje fazem parte de uma das classes mais estabelecidas de polimeros dendriticos.
Os dendrons sdo uma alternativa viavel para substituir os dendrimeros PAMAM,
principalmente devido a recentes estudos demonstrando a pouca estabilidade desses
derivados, quando armazenados, além da alta toxicidade. A excelente monodispersao
apresentada pelos dendrons bis-MPA levou a sua utilizacdo como polimeros de precisao
para diversas aplicacdes, por exemplo, como transportadores de farmacos e grupos
diretores (Figura 9) (STENSTROM et al., 2016; CARLMARK et al., 2013). Ademais, a
utilizacdo de dendrons no lugar de dendrimeros fornece a mesma possibilidade de

transporte de moléculas com processo de sintese mais viavel.
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Figura 9 — Exemplo de compostos bioativos e grupos diretores previamente acoplados a polimeros de bis-
MPA (Adaptado de CARLMARK et al., 2013)

O bis-MPA (6) (Figura 10) é molécula alifatica simples, pré-quiral, com massa
molecular de 134,06, contendo duas hidroxilas e um grupo carboxilico. Apesar de sua
estrutura simples, o bis-MPA possui diversas aplicabilidades na sintese de polimeros
dendriticos, variand oa obtencdo de dendrons e dedrimeros monodispersos até polimeros

hiper-ramificados polidispersos e polimeros dendriticos hibridos lineares (CARLMARK,

etal., 2013).
O
HO OH
OH
bis-MPA (6)

Figura 10 — Estrutura quimica do &cido 2,2-bis(hidroximetil)propibnico (bis-MPA) (6).
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1.3.2 Manose como grupo diretor em dendrimeros dirigidos

Entre os varios grupos diretores para farmacos dirigidos/dendrimeros dirigidos, a
manose é utilizada com vistas a dirigir a acdo para macréfagos. O receptor de manose (MR,
CD206 ou MRC1) é uma glicoproteina transmembrana da familia dos receptores de lectina
tipo C e é um alvo interessante no direcionamento de farmacos tuberculostaticos
(TAYLOR, 2005), entre outros. O CD206 é primariamente expresso na superficie de
macrofagos e células dendriticas imaturas. Os receptores de manose também podem ser
encontrados na forma solGvel na circulacdo periférica apds processo de clivagem
proteolitica da superficie dos macréfagos (SUZUKI et al., 2018). O receptor da manose
tem um papel importante na homeostasia devido a capacidade de se ligar a manoses nédo
desejadas no organismo, além de iniciar a sua eliminacéo da corrente sanguinea. Muitos
patdgenos contém manose em sua estrutura, fazendo com que o MR do macréfago
reconheca esses patogenos (AZAD, 2014). Patogenos intracelulares, como M.
tuberculosis, que, ao serem endocitados iniciam seu processo de proliferagdo “aproveitam”
do mecanismo de reconhecimento dos MR para conseguir alcancar o interior celular dos
macrofagos. Da mesma forma foi utilizado esse mecanismo de reconhecimento para
fundamentar um possivel direcionamento do pré-farmaco proposto. Essa estratégia
permitiria a liberacdo do candidato a pro-farmaco no interior dos macréfagos onde ocorre
a multiplicacdo da Mth, que por sua vez aumentaria sua eficacia e diminuiria os efeitos

adversos (TAYLOR, 2005; ALLAVENA, 2004).
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Apesar de ser considerada uma doenca tratavel e controlada, a erradicacdo da TB
continua sendo um desafio para saude publica mundial, principalmente nos paises mais
pobres, onde a incidéncia da doenca é maior, quando comparado aos paises desenvolvidos.
Assim, tendo em vista a necessidade de novos farmacos que evitem o abandono ao
tratamento, devido aos efeitos adversos, e, especialmente, a resisténcia, e considerando a
importancia crescente dos dendrons/dendrimeros no transporte de farmacos/compostos
bioativos, o objetivo inicial deste trabalho foi desenvolver pré-farmaco e farmaco dirigido
com manose como grupo diretor. Estes foram planejados como derivados de dendron de
bis-MPA, com associacao de isoniazida e ibuprofeno, para os pro-farmacos, e com a adi¢éo
de manose, para o farmaco dirigido (Figura 11). Ressalta-se que a acdo sinérgica destes
dois farmacos (ibuprofeno e isoniazida) se mostrou eficaz, como descrito por Byrne (2007),
Guzman (2013) e Vilaplana (2013). Este sistema seria capaz de atuar por dois mecanismos
diferentes, com efeito sinérgico diminuindo o tempo de tratamento. Ademais, além da
seletividade de acdo, a adicdo da manose com intuito de direcionamento resultaria em
diminuicdo da dose. Desta forma, como resultado da diminui¢cdo da dose, eventualmente,
haveria menos efeitos adversos, resultando em menor taxa de abandono do tratamento.
Vale mencionar gue se espera, também, que haja prolongamento da acdo, uma vez que pelo
planejamento, as moléculas deveriam ter liberacdo gradual do dendron, o que sera avaliado,
posteriormente, por estudos de liberacdo por meio de CLAE. Primeiramente, foi obtido o
bis-MPA com acido carboxilico protegido (12) e funcionalizacdo da isoniazida.

Posteriormente, acoplou-se o ibuprofeno (5) ao bis-MPA protegido (12)
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Figura 11 — Derivados planejados como potenciais tuberculostaticos: GLC24 (16), dendron de IBP

desprotegido (20), dendron de INH desprotegido (19) e dendron de 22 geragdo misto (22).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Solventes e reagentes

Os solventes utilizados foram secados e purificados previamente segundo técnicas

descritas em Armarego e Chai (2009). O ibuprofeno em questdo foi adquirido através de

uma doacdo feita pelo laboratério de Desenvolvimento e Inovacdo Farmacotécnica

(DEINFAR) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, e foi previamente analisado

por RMN de H e 1C.

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)
4-dimetilaminopiridina (DMAP)

acetato de etila (EtOAC)

acetona

acetonitrila (ACN)

acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico (bis-MPA)
acido acético glacial

acido bromidrico (HBr)

acido cloridrico (HCI)

anidrido succinico

bicarbonato de s6dio (NaHCOs)

brometo de benzila

cloroférmio (CHCls)

cloroférmio-d (CDCls)

cloreto de sodio (NacCl)

cloreto de oxalila (COCI);

cloreto de tionila (SOCI.)

1,8-diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU)

diclorometano (DCM)
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e dimetilformamida (DMF)

e dimetilsulfoxido-d6 (DMSO-d6)
e hidrdxido de sédio (NaOH)

e ibuprofeno (IBP)

e isoniazida (INH)

e piridina (Py)

e sulfato de sddio anidro (NazSOa4)

e trietilamina (EtsN)

3.2 Métodos de andlise

3.2.1 Ponto de fuséo

O ponto de fuséo (p.f.) foi determinado utilizando aparelho capilar de marca Biichi
modelo M-560.

3.2.2 Espectrometria de ressonancia magnética (RMN)

A obtencéo de espectros de RMN de tH, $3C e RMN 2D (COSY, HMQC e HMBC)
foi realizada em Espectrometro Bruker 300 para *H e 75 Mhz para *C modelo Advanced
DPX-300 (Departamento de Farmécia - FCF/USP). As amostras analisadas foram
dissolvidas em solventes deuterados adequados, os quais foram utilizados sem tratamento
prévio. Os deslocamentos quimicos (8) foram designados em ppm a partir do deslocamento
do solvente sem deutério. A multiplicididade dos sinais foi colocada em parénteses (s =
simpleto, sl = simpleto largo, d = dupleto, dd = duplo dupleto, ddd = duplo duplo dupleto,
t = tripleto, dt = duplo tripleto, td = triplo dupleto, tt = triplo tripleto, g = quarteto, quint =
quinteto, m = multipleto). Ja o nimero de hidrogénios foi deduzido a partir da integracéo

relativa e a constante de acoplamento (J) esta expressa em Hertz (Hz).
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3.2.3 Espectrometria no Infravermelho (1V)
A analise no IV foi realizada por ATR (Attenuated Total Reflectance) em
espectrofotdmetro FTIR IR Affinity-1 Shimadzu, da Central Analitica do Departamento de

Farmacia, FCF-USP.

3.2.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)
As andlises cromatograficas em camada delgada foram realizadas com
cromatoplacas de silica-gel G-60, marca Merck, com as fases moveis apropriadas. Para

revelacdo, empregaram-se luz ultravioleta e solucdo reveladora de verde de bromocresol.

3.2.5 Cromatdgrafo automatico flash Isolera™ Prime, Biotage

A purificacdo por cromatografia em coluna de silica foi realizada em aparelho
Isolera™ Prime, Biotage, no equipamento disponivel na Central Analitica do
Departamento de Farmacia, FCF-USP. Utilizou-se silica mesh 200 para o preenchimento

da coluna e eluentes adequados.
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Sintese do &cido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico (bis-MPA) protegido
(adaptado de COADY et al., 2014; GONZAGA, 2017)

o) Br

0
HO OH 4+ DBU (1.13 eq) o OH
>
HO OH
12

ACN, 0 °C - TA, 24h
(1eq.) (1,13 eq.)
6 1"

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL de uma boca adicionaram-se 40 mL de
acetonitrila e, subsequentemente, adicionou-se bis-MPA (6) (1 eq; 15 mmol; 2,0 g) e DBU
(1,13 eq; 17 mmol; 2,5 mL) em banho de gelo, seguido da adi¢cdo de brometo de benzila
(11) (1,13 eqg; 17 mmol; 2 mL), gota a gota. A reacdo foi mantida sob agitacdo durante 24
h em temperatura ambiente (TA). A reagdo foi acompanhada por CCD (Rf 0,53;
hexano:acetato de etila, 1:3 como eluente). O solvente foi removido sob pressao reduzida
a 50 °C. Apds essa etapa, o residuo reacional foi diluido em acetato de etila (100 mL) e a
extracdo foi feita duas vezes com agua (2x100 mL). As fases organicas separadas foram
reunidas e lavadas com solugdo saturada de NaCl (2x100 mL) e secadas com sulfato de
sodio anidro. O residuo obtido apds filtracdo foi recristalizado em tolueno, fornecendo o
bis-MPA com &cido carboxilico protegido (bis-MPAp) (12) como um s6lido branco em
60% de rendimento (2,012 g; 8,97 mmol).H RMN (300 MHz, CDCls, ppm) & : 7,35 (s,
5H), 5,21 (s, 2H), 3,93 (dd, JHa — Ho= 11,1 Hz; JHa — How = 5,9 Hz, 2H), 3,74 (dd, JHp-
Ha= 11,3 Hz; JHo-Hon = 5,4 Hz, 2H), 2,80 (t, Jon = 5,9 Hz, 2H) 1,08 (s, 3H). 3C RMN (75
MHz, CDCls ppm) 6 : 174,7, 134,6, 127,6, 127,3, 126,8, 76,4, 76,0, 75,5, 67,3, 65,7, 48,2,

160. P.f.:72,5-74,1 °C.



31

3.3.2 Sintese do hemissuccinamida de isoniazida (YEOH et al., 2013; SANTOS,

2016)
NH2
Os_NH
o Ho]
N O\V\_/v/o Py (0,16 eq) o N\N)WOH
| + > H
P AcOEt XN 0]

N (1.5eq.) TA, 20h | 14

(1eq.) 13 N/

Em um bal&o de fundo redondo de 250 mL de uma boca, colocaram-se 70 mL de
acetato de etila e adicionou-se anidrido succinico (1,5 eq; 1,5 mmol; 0,15 g), seguido de
piridina (0,16 eq; 0,16 mmol; 0,009 mL) e, por Gltimo, a isoniazida (1) (1 eq; 1 mmol; 0,13
g). Manteve-se a reacdo em TA e agitagdo constante por 20 horas. A reacdo foi
acompanhada por CCD (AcOEt:MetOH, 8:2 como eluente). Apos esse periodo, o solvente
foi removido por pressdo reduzida e aquecimento (40 °C). A purificacdo do produto foi
feita através de recristalizacdo em etanol. Apds a recristalizagdo com etanol obteve-se o
produto (14) como solido branco com 55% de rendimento (0,12 g; 0,5 mmol). *H RMN
(300 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11,80 (s, 1H), 10,64 (s, 1H), 10,04 (s, 1H), 8,77 (s, 2H),
7,78 (s, 2H), 2,49 (s, 4H). 3C RMN (75 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 173,4, 170,4, 163,8,
150,3, 139,4, 121,2, 40,3, 40,0, 39,7, 39,4, 39,2, 38,9, 38,6, 28,7, 28,1. P.f.: 219,3 °C -

221,5°C.
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3.3.3 Sintese dos dendrons utilizando os respectivos cloretos de &cido
3.3.3.1 Sintese do dendron de ibuprofeno utilizando cloreto de tionila como
agente conversor (YADAV et al., 2006; CAPIM et al., 2013)

/@( SOCI2 — /@(
CH2C|2 4h
2,5 eq ) Refluxo, 80 °C

22 etapa
)%\/\ Et3 1 2 eq /k/Q/H(
©/\ CH20I2 0°C - TA m

overnight

25eq) (1eq)

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de 250 mL diluiu-se ibuprofeno (5)
(2,5 eq.; 5 mmol; 1,03 g) em 15 mL de diclorometano e adicionou-se gota a gota cloreto
de tionila (SOCI,) (0,05eq.; 0,28 mmol; 2 mL). Apo6s adicdo, colocou-se a reacdo sob
refluxo a 40 °C e agitacdo durante 4 horas. Em seguida, o excesso de SOCI> foi removido
por destilagdo. O excesso remanescente de SOCI, foi removido por pressdo reduzida. O
produto concentrado sem prévia purificacdo foi diluido em 5 mL de DCM e o contetdo
resfriado & TA onde subsequentemente adicionou-se gota a gota o bis-MPAp (12) (1 eq.; 2
mmol; 0,45 g) diluido em 5 mL de DCM. Em seguida, também gota a gota, adicionou-se
EtsN (1,2 eq.; 6 mmol; 0,83 mL) ao conteudo reacional. A reacdo foi mantida sob agitacao
e atmosfera N2 durante 12h. O acompanhamento da reacdo foi feito através de CCD (Rf
0,73; hexano:acetato de etila, 7:3 como eluente). O solvente foi removido por pressao
reduzida e o produto foi obtido como liquido de caracteristica viscosa e coloracdo amarela.
Sua purificacéo foi realizada através do cromatdgrafo automatico utilizando como eluente
hexano:acetato de etila, 7:3. *H RMN (300 MHz, CDCls, ppm) &: 7,15 (d, J = 21,2 Hz,
3H), 7,04 — 6,85 (m, 4H), 5,18 — 4,72 (m, 2H), 4,32 — 3,83 (M, 2H), 3,65 — 3,32 (M, 1H),
2,31 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,71 (sept, J = 13,5, 6,7 Hz, 1H), 1,31 (d, J = 7,4 Hz, 3H), 0,88 (t,

J=11,1 Hz, 3H), 0,77 (d, J = 6,5 Hz, 9H). 13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm) &: 172,8,
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171,3, 139,5, 136,3, 134,5, 128,2, 127,4, 127,2, 126,9, 126,1, 76,5, 76,1, 75,6, 65,5, 64,3,

64,2, 64,2,64,1,52,3, 45,4, 43,9, 29,0, 21,3, 16,8, 16,3.

3.3.3.2 Sintese do dendron de ibuprofeno utilizando cloreto de oxalila como

agente conversor (WANG et al., 2017)

OH (COCl), (1,5 eq) cl
DMF (2 gotas)
—_—
0 (0]
CH,Cl,, 2h, TA
(2,5€q.)
5

22 etapa O
Cl . ©/\0)§(\OH Et3N (2 eq.) m
0} OH CH20|2 0°C-TA m

12 overnight

(2,5eq.) (1eq)
15

Em um bal&o de fundo redondo de 250 mL de uma boca foi introduzido ibuprofeno
(5) (2,5 eq.; 5 mmol; 1,03 g) seguido de 5 mL de DCM. Adicionou-se gota a gota, cloreto
de oxalila (COCI)2 (1,5 eq.; 7,5 mmol; 0,64 mL) seguido de 2 gotas de DMF. Manteve-se
a reacdo sob agitacdo em TA por 2 horas. Os solventes e reagentes remanescentes foram
removidos sob presséo reduzida. Em seguida, reduziu-se a temperatura da reacdo para 0 °C
e adicionou-se gota a gota a solucao de bis-MPAp (12) (1 eq.; 2 mmol; 0,45 g) em 5 mL
de DCM. Por altimo, também gota a gota, adicionou-se EtzN (2 eq.; 10 mmol; 1,4 mL) e 0
banho de gelo foi removido, mantendo-se a reacdo sob agitacdo a TA por 12 horas. A
reacdo foi acompanhada por CCD (Rf 0,8 hexano:acetato de etila, 7:3). Apds o término da
reacdo o contedo do baldo (suspensao) foi diluido em DCM. Essa solucédo foi submetida
a filtracdo através de uma pequena coluna de silica- gel. O contetdo filtrado foi
concentrado por pressdo reduzida e purificado através do cromatdgrafo automatico
utilizando como eluente hexano:acetato de etila, 7:3. Ap0s purificagdo, o produto (16) foi
obtido como liquido viscoso incolor com rendimento de 40,5% (0,5 g; 0,81 mmol). 'H
RMN (300 MHz, CDCls, ppm) &: 7,44 — 7,22 (m, 5H), 7,21 — 7,04 (m, 8H), 5,10 — 4,93

(m, 2H), 4,33 — 4,01 (m, 4H), 3,65 (g, J = 7,2 Hz, 2H), 2,46 (d, J= 7,1 Hz, 4H) 1,87 (sept,
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J=13,4,6,6 Hz, 2H), 1,47 (d, J = 7,1 Hz, 4H), 1,03 (s, 3H), 0,92 (d, J = 6,6 Hz, 12H). 1°C
RMN (75 MHz, CDCls, ppm) &: 173,4 171,9, 140,1, 136,9, 135,1, 128,8, 128,0, 127,7,

127,5, 126,7, 66,1, 64,8, 46,0, 44,5, 29,6, 17,4, 16,9.

3.3.3.3 Sintese do dendron de hemissuccinamida de isoniazida utilizando cloreto de

tionila como agente conversor (YADAV et al., 2006; CAPIM et al., 2013)

Reﬂuxo 80°C

1aetapa
SOC|2 0,05 eq.) M{
258q NZ ‘

22 etapa XN (0] (@
M( % Et3N (1.2 eq)
overnlght N \O
1 eq

25eq

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de 250 mL diluiu-se a
hemissuccinamida de isoniazida (14) (2,5 eq.; 5 mmol; 1,2 g) em 15 mL de THF e
adicionou-se gota a gota o cloreto de tionila (SOCI>) (0,05 eq.; 0,28 mmol; 2 mL). Apds
adicéo, colocou-se a reacéo sob refluxo a 65 °C e agitacdo durante 4 horas. Em seguida, o
excesso de SOCI, foi removido por destilagdo. O excesso remanescente de SOCI; foi
removido por pressdo reduzida. O produto concentrado sem prévia purificacdo foi diluido
em 15 mL de THF e o conteudo resfriado a TA, adicionando-se, subsequentemente, gota a
gota o bis-MPAp (12) (1 eq.; 2 mmol; 0,45 g) diluido em 5 mL de THF. Em seguida,
também gota a gota, adicionou-se EtsN (1,2 eg.; 6 mmol; 0,83 mL) ao conteudo reacional.
A reacdo foi mantida sob agitacdo e atmosfera N2 por 12 horas. Quando a reacdo foi

interrompida, verificaram-se indicios de degradacdo do produto.
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3.3.3.4 Sintese do dendron de hemissuccinamida de isoniazida utilizando cloreto

de oxalila como agente conversor (WANG et al., 2017)

1@ etapa
(COCl), (1,5 eq) )W
;% )W ToMF 2nTA E%

(2,5€eq.) ‘
: p

etapa o
NH

Et3N (1,2 eq.)
)W OH ——
THF, 0°C - TA \i/
12 OH overnight N
(1eq.)

<25eq)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL de uma boca foi introduzido
hemissuccinamida de isoniazida (14) (2,5 eq.; 5 mmol; 1,2 g) seguido de 10 mL de DMF.
Adicionou-se gota a gota, cloreto de oxalila (COCI). (1,5 eq.; 7,5 mmol; 0,64 mL).
Manteve-se a reacdo sob agitacdo em TA por 2 horas. Os solventes e reagentes
remanescentes foram removidos sob pressdo reduzida. Em seguida, reduziu-se a
temperatura da reacdo para 0 °C e adicionou-se gota a gota a solucdo de bis-MPAp (12) (1
eq.; 2 mmol; 0,45 g) em 5 mL de THF. Por ultimo, também gota a gota, adicionou-se EtsN
(2 eq.; 10 mmol; 1,4 mL) e o banho de gelo foi removido, mantendo-se a reacdo sob
agitacdo a TA por 12 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD (acetato de etila:metanol,
8:2). Ap0s o término da reacdo, o conteudo do baldo (suspensao) foi diluido em THF. Néao

foi possivel realizar a extracdo do produto bem como sua purificacéo.
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3.3.4 Sintese dos dendrons utilizando EDC ou DCC como agentes condensantes

3.3.4.1 Sintese do dendron de ibuprofeno utilizando EDC como agente condensante

(BOGER et al., 2004)

0] EDC (1,1 eq.)
OH ©/\O)§(\OH HOBt (1 eq.)
+ —_—
o) OH CH,Cl, 0 °C (2h) o. _0
TA (15h
25 eq.) (1eq.) ( ) 0
5 12
(0} O
o

16

Em um bal&o de fundo redondo de 250 mL de uma boca colocou-se ibuprofeno (5)
(2,5 eq.; 5 mmol; 1,03 g), seguido da adi¢do de 5 mL de DCM. O baldo contendo a solugéo
de ibuprofeno foi mantido sob agitacdo e submetido a temperatura de 0 °C no qual,
posteriormente, adicionou-se EDC (1.1 eq; 5,5 mmol; 1,04 g). A formacéo do éster reativo
foi acompanhada por CCD (hexano:acetato de etila, 7:3). Quando a mancha de Rf 0,6
referente ao ibuprofeno foi totalmente consumida para formacdo do éster reativo,
adicionou-se HOBLt (1 eq.; 5 mmol; 0,78 g) diluido em 20 mL de DCM. Posteriormente,
adicionou-se, gota a gota, solucdo de bis-MPAp (12) (1 eq.; 2 mmol; 0,45 g) diluido em 5
mL de DCM. A reacdo foi mantida sob agitacdo a 0 °C, por 2 h, e posteriormente, a
temperatura foi aumentando gradativamente até atingir a TA, na qual permaneceu sob
agitacdo por mais 15 h. O produto obtido apresentou rendimento irrisorio (<15%) de
produto liquido pouco viscoso amarelado. *H RMN (300 MHz, CDCls, ppm) &: 7,47 — 7,20
(m, 5H), 7,19 — 6,99 (m, 8H), 5,31 — 4,89 (m, 2H), 4,42 — 3,95 (m, 4H), 3,67 — 3,56 (m,
2H), 2,45 (d, J = 6,8 Hz, 4H), 1,86 (hept, J = 13,3, 6,6 Hz, 2H), 1,45 (d, J = 7,3 Hz, 6H),
1,02 (s, 3H), 0,91 (d, J = 6,5 Hz, 12H). *3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm) &: 172,7, 171,3,
139,4,136,3, 134,5, 128,2, 127,4,127,1, 126,9, 126,1, 65,5, 64,2, 52,3, 45,4, 43,9, 29, 21,3,

16,8, 16,3.
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3.3.4.2 Sintese do dendron de hemissuccinamida de isoniazida utilizando EDC ou
DCC como agentes condensantes (DEPRE et al., 2016)

O\f
EDC (1 eq.) ou DCC (1 eq.) ‘NH (©

o H DMAL DMAP (0,04 eq.)
@A ACN TA, 24h g; N

‘ 1eq
= (25
eq.)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL de uma boca adicionaram-se
hemissucinamida de isoniazida (14) (2,5 eq.; 2,5 mmol; 0,6 g) seguida de 50 mL de
acetonitrila e posterior adi¢do de DCC (1 eq.; 2,5 mmol; 0,515 g) ou EDC (1 eq.; 2,5 mmol;
0,483 g) e manteve-se sob agitacdo. Ap6s 10 minutos, adicionou-se 0,1 mmol de DMAP
(0.04 eq; 0,1 mmol; 0,012 g), deixando-se sob agitacdo em TA por 30 minutos. Adicionou-
se, em seguida, ao contetido reacional bis-MPAp (12) (1 eq.; 1 mmol; 0,224 g). Manteve-
se a reacao sob agitacdo constante a TA, por 24 horas. Subsequentemente, o produto foi
concentrado sob pressdo reduzida e a purificacdo foi efetuada em coluna cromatogréfica
automatica, usando o sistema eluente acetato de etila:zmetanol (7:3 v/v). Na reacdo
utilizando DCC como agente condensante, ap6s o0 término da reacdo o contetido do baldo
foi filtrado e o solvente remanescente foi evaporado sob pressdo reduzida. Para maior
remocao do subproduto de DCU o precipitado foi diluido em diclorometano e reprecipitado
em hexano gelado, novamente, por trés vezes. O produto ndo foi obtido em ambas as

condigdes reacionais.
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3.4 Meétodos de avaliacao da atividade bioldgica

Os estudos de atividade bioldgica foram realizados pelo Laboratério de Imunologia
das Doencas Infecciosas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, coordenado pela Prof?. Dré. Maria Regina D'Imperio-Lima. A cepa Mtbh M299 foi
providenciada pela Prof. Dr. Elena Lassounskaia, da Universidade Estadual do Norte

Fluminense.

3.4.1 Cultivo micobacteriano

A manipulacdo e cultivo das micobactérias obedeceu as normas de biosseguranca
de nivel 11l e os experimentos foram realizados no Laboratério NB3 da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. Utilizaram-se trés cepas
micobacterianas de diferentes niveis de viruléncia: M. tuberculosis H37Rv (cepa
laboratorial padréo), M. tuberculosis M299 (isolado clinico hipervirulento de humano) e
M. bovis MP287/03 (isolado clinico hipervirulento de bovino). As cepas foram cultivadas
em meio Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit, MI), acrescido de 0,05% Tween 80,
suplementado com 10% de ADC (albumina, dextrose, catalase - Difco Laboratories),
durante 7 dias até a fase mid-log, em estufa bacteriologica a 37 °C e 5% de CO2. O
monitoramento do crescimento micobacteriano foi efetuado através da mensuracdo de
densidade optica (D.O 600 nm), por espectrofotometria (Biochrom, modelo Libra S6).
Aliquotas de 1 mL (107 a 108 bactérias) foram retiradas para estogue e acondicionadas em
freezer a -70 °C. Para realizagcdo dos ensaios biologicos, as culturas micobacterianas
criopreservadas foram descongeladas e mantidas em meio liquido 7H9 suplementado, por
7 dias, em constante agitagéo e sonica¢do em banho de ultrassom (Ultrasonic Maxi cleaner
800—-UNIQUE) por 1 min para dispersdo dos grumos. O ajuste da concentracdo bacteriana

a ser utilizada nos experimentos foi realizado através da leitura +600 nm, subtraido da D.O
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do meio de cultura 7H9 somente suplementado. Posteriormente, a diluicdo da suspensao
micobacteriana obedeceu ao critério de relacdo da densidade dptica versus nimero de
bacilos (D.O 0,100 X 2x10" bacilos/mL) para as cepas Mth H37Rv e M299 e (D.O 0,100

X 108 bacilos/mL) para a cepa Mbv MP287/03.
3.4.2 Atividade antimicobacteriana

Para os ensaios da atividade antimicobacteriana, a suspensdo de micobactérias
(3x107 CFU/mL) foi plaqueada (1x10° CFU/mL) e, posteriormente, as amostras obtidas
foram diluidas em meio 7H9 suplementado, nas concentragdes de 125, 62,5, 31,2 e 15,6
pug/mL. Ap6s 7 dias de cultivo com as amostras, adicionaram-se 10 pL da solu¢ao de MTT
a cada poco da placa e, ap6s 3 horas, adicionaram-se 100 uL de tampao de lise (20% p/v
de SDS, 50% v/v de DMF, Sigma Aldrich) por 18 h. A densidade 6ptica foi mensurada em
espectrofotometro de placa (Dynatech MR5000) a 570 nm. Como controle negativo de
crescimento utilizou-se apenas meio de cultura 7H9 suplementado e como controle positivo
de crescimento utilizaram-se as suspensGes micobacterianas de cada cepa ndo tratada.
Além disso, a capacidade inibitoria das amostras foi comparada ao tratamento com
rifampicina, um dos farmacos padrdo para tratamento da TB. A isoniazida também foi
utilizada, mas esta foi sintetizada pelo nosso grupo. A rifampicina foi utilizada na

concentragao de 25, 12,5, 6,2, 3,1, 1,5 ¢ 0,7 pg/mL para todas as cepas.
3.4.3 Cultivo celular

As linhagens celulares de macréfagos RAW 264.7 e células Vero (células epiteliais
de rim de macaco africano), obtidas da ATCC (VA, USA), foram cultivadas a 37 °C e 5%
de CO2 em meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 10% SFB. Para 0s
experimentos, as linhagens foram plaqueadas na concentragio de 5x10° células/mL, 24 h

antes do tratamento com as amostras obtidas, utilizando meio DMEM-F12 suplementado
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com 10% de SFB. Apo0s 24 h, a cultura celular foi tratada ou ndo com as amostras diluidas
(125, 62,5, 31,2 e 15,6 ug/mL) dos compostos testados em meio DMEM-F12 suplementado
com 2% de SFB e acrescido de LPS (1 pg/mL, Escherichia coli 055:B5; Sigma-Aldrich,
USA). A placa de cultivo celular foi mantida em estufa por mais 24 h e, ap0s este periodo,
0 sobrenadante da cultura de macrofagos estimulados foi coletado para avaliacdo de

mediadores inflamatorios, que ndo pbde ser realizada neste primeiro momento.

3.4.4 Avaliacéo da citotoxicidade celular

Avaliou-se a citotoxicidade celular das amostras através do método colorimétrico
de MTT. Este método avalia a funcionalidade mitocondrial das células. Para a avaliacao
da citotoxicidade celular na cultura de macrofagos tratada com as amostras, acrescentaram-
se 10 uL de MTT (5 mg/mL, Sigma Aldrich) em cada poco e, ap6s 3 h de incubacéo a 37
°C, na auséncia de luz, visualizou-se a formagéo dos cristais de formazana, que possuem
cor roxa. Apds a incubacdo, o sobrenadante das células foi descartado e os cristais de
formazana, solubilizados em isopropanol adicionado de &cido cloridrico (HCI) (4 mM)
(MOSMANN, 1983). A leitura foi feita em espectrofotdmetro de placa a 570 nm (Dinatech
MR5000). Os valores obtidos na leitura foram convertidos a percentual de citotoxicidade
e comparados ao controle negativo de morte celular (cultura de macréfagos estimulados
por LPS) e ao controle positivo (cultura de macréfagos estimulados por LPS e acrescidos
de 20 uL de Triton X-100 a 1%). Também foi avaliado o DMSO (Sigma Aldrich), solvente
utilizado na ressuspensao das amostras liofilizadas, para garantir a ndo interferéncia do

solvente em termos de citotoxicidade celular nos ensaios realizados.

3.4.5 Capacidade inibitéria em cultura de macréfagos infectados

A avaliacdo da capacidade inibitéria foi realizada em modelo de infeccdo in vitro

de macrdéfagos RAW 264.7. A cultura celular de macréfagos foi plaqueada utilizando meio
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de cultura DMEM-F12 suplementado com 10% SFB na concentracio de 5x10° células/mL
e, apos 24 h, esta foi infectada pelas cepas micobacterianas separadamente na razdo MOI
(multiplicidade da infeccao) de 1 bacilo/1 macrofago. Apos 3 h de incubacdo, a cultura
infectada foi lavada por duas vezes com PBS 1X estéril (200 uL/pogo) para retirada de
bactérias extracelulares que ndo foram fagocitadas pelos macrofagos. Logo apos, as
amostras foram diluidas na concentragdao de 125 pg/mL em meio de cultura DMEM-F12
suplementado com 2% de SFB e dispostas sobre a cultura de macrofagos infectada, por 4
dias, a 37 °C e 5% CO». Para a anélise do crescimento micobacteriano intracelular utilizou-
se 0 método de CFU (Unidade Formadora de Coldnia). A cultura celular infectada foi lisada
com Triton 0,1% (Sigma Aldrich) e o sobrenadante foi diluido atraves de dilui¢bes seriadas
em PBS 1X estéril, sendo semeado em duplicata em placas de petri contendo meio Agar
Middlebrook 7H10 suplementado com OADC (oleato, albumina, dextrose e catalase).
Apbs 21 dias de incubacdo das placas de agar semeadas a 37 °C, realizou-se- a contagem

do nimero de col6nias e determinou-se o nimero de CFU/mL.
3.4.6 Andlises estatisticas

Os dados foram descritos como média *+ desvio padrdo e avaliados utilizando
analise de variancia One-Way ANOVA e por Teste de Tukey, sendo considerado
significativo p<0,05. Para calcular o ICso e 0 MICso das amostras testadas utilizaram-se 0s
resultados das curvas de concentragdo-resposta para cada atividade por regresséo néo-
linear e as estatisticas calculadas para estes valores também foram avaliadas por analise de
variancia One-Way ANOVA e Teste de Tukey, considerando significativo p<0,05. O

Software utilizado foi o GraphPad Prism 6.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Planejamento sintético

Conforme discutido anteriormente, o objetivo deste trabalho foi a sintese de um
farmaco dendrimérico dirigido potencialmente ativo para tuberculose. Nos esquemas 2 e 3

descreve-se a rota sintética total da obtencdo do potencial farmaco dirigido.
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Esquema 2 — Sintese do dendron de INH (19), dendron de ibuprofeno protegido (16) e dendron de IBP
(20).
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Esquema 3 — Sintese do farmaco dirigido (23).

4.2 Sintese do dendron de ibuprofeno

Para a sintese do dendron de ibuprofeno (21), iniciou-se a sintese pela protecdo do
bis-MPA protegido (12). Optou-se por utilizar bis-MPA (6) como transportador dos
farmacos dirigidos, uma vez que sua estrutura quimica é composta por duas hidroxilas
passiveis de ligacdo covalente com os farmacos de escolha e, também, pela presenca de um
grupo carboxila, que permite o crescimento da geracdo do dendron para posterior

acoplamento a manose. Portanto, para realizar a ligacdo dos farmacos as hidroxilas foi
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necessaria a protecdo do acido carboxilico para manté-lo integro e evitar reacdes cruzadas,
que gerariam subprodutos indesejados, dificultando a purificacdo e diminuindo o
rendimento da reacdo. Desta forma, o grupo carboxilico do bis-MPA (6) foi protegido com
brometo de benzila (11), empregando DBU como base, formando o éster benzilico
correspondente (12) com 60% de rendimento (Esquema 4) (COADY et al., 2014,

GONZAGA, 2017).

HO DBU (1.13 eq ©/\ )&(\
HO

ACN, 0 °C - TA, 24h
(1eq.) 113eq 60% 12

Esquema 4 — Protecdo bis-MPA (12).

O esquema 5 ilustra 0 mecanismo de reacao de protecdo do bis-MPA. Utilizou-se
0 DBU para aremocao do hidrogénio acido e formacao de um carboxilato. Este carboxilato,
por sua vez, realiza um ataque nucleofilico no brometo de benzila, formando, assim, um

éster benzilico.

Ho/j<l\ O _/\ Br O 'Tl Br‘_
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Esquema 5 — Mecanismo da reacdo de protecdo do bis-MPA.
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Figura 12 — RMN H (300 MHz, CDCls) do bis-MPA protegido (12).

Para confirmacdo da estrutura do bis-MPA protegido (12), analisaram-se 0s
espetros de RMN de H e 1°C. Os principais indicativos da formagc&o do produto no espectro
de RMN de H foram: o simpleto em 5,21 ppm, representando os dois hidrogénios ligados
ao Cs, e 0 multipleto em 7,35 ppm, referente aos 5 hidrogénios do anel benzénico (Figura
12). Visualizaram-se, ainda, no espectro de RMN de *H, dois sinais que integram para dois
hidrogénios cada e compreendem um conjunto de 8 picos entre 3,70 a 3,96 ppm, referentes
aos hidrogénios ligados ao carbono Cg e Cs' (Figura 13). Nestes sinais, verificaram-se
valores de constante de acoplamento e multiplicidade referente a um acoplamento geminal

(hidrogénios diastereotdopicos). Por exemplo, no duplo dupleto em 3,70 ppm observou-se a
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constante de 3Jna-on = 5,37 Hz referente ao acoplamento vicinal e um acoplamento maior
geminal de 2Jua-+ = 11,28 Hz. Estes valores de acoplamento explicam a presenca de duas
duplas de dupletos (dd) de um grupo diastereotdpico, pois os carbonos Cg e Cg: sdo ligados
a um centro pro-quiral (carbono, C7). Assim, o hidrogénio da hidroxila (OH) acopla com
Ha e com Hy em deslocamentos quimicos diferentes, explicando o fato de o sinal se
desdobrar em dois conjuntos de picos. Vale ressaltar a simetria da molécula, desta forma,
0 Ha em Cg tem 0 mesmo deslocamento quimico do Ha em Cs: e, portanto, a integral para
cada duplo dupleto é referente a 2 hidrogénios (Ha do Cg e do Cs. Hpdo Cg e do Cg’). A
titulo de exemplificacdo, atribui-se o deslocamento em 3,70 ppm como referente aos 2
hidrogénios Ha e o deslocamento em 3,96 ppm aos 2 hidrogénios Hp, entretanto, o inverso
pode ser verdadeiro ja que essa atribuicdo tdo detalhada ndo € possivel por esta analise.
Ainda corroborando com a discussdo anterior, visualizou-se um tripleto em 2,77 ppm
referente aos hidrogénios das hidroxilas, com constante de acoplamento de 5,94 Hz relativa

ao acoplamento do hidrogénio da hidroxila com o0s Ha € Hh.
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Figura 13 - Expansdo dos sinais em 3,66 e 3,86 ppm e diagrama de arvore em CDCls.
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O ponto de fusdo do material de partida foi registrado em 90 °C — 92,1 °C, ja o
produto obtido obteve ponto de fusdo em 72,3 °C — 74,1 °C devido a perda de uma ligacéo
intermolecular de hidrogénio ao substituir o grupo -COOH por -COOAr. A analise no IV
permitiu identificar no composto obtido grupos funcionais caracteristicos da reacdo. No IV
comparativo (Figura 14) pode-se observar a banda em 1720 cm™, caracteristica de
carbonila de éster ligada a aneis aromaticos, referente ao bis-MPA protegido, enquanto se
observa uma banda mais recuada em 1710 cm™, devido & presenca da carbonila de acido
carboxilico do bis-MPA. Além da presenca de estiramento em 3350 cm ! referente as
hidroxilas livres, observou-se banda de deformagdo em 746 e 710 cm 2, caracteristica de

aromatico monossubstituido.

T I ——— . T e .
3800 2600 2400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200
FTIR Measuremen t

Figura 14 — IV do bis-MPA protegido (azul) em comparagdo com bis-MPA (vermelho).

Ap0s a obtencdo do bis-MPA (12) protegido iniciou-se a sintese do dendron de
ibuprofeno (Esquema 6). Primeiramente, utilizou-se o cloreto de tionila (SOCI;) como
agente para conversdo do ibuprofeno em seu respectivo cloreto acido (15) (1° etapa,
Esquema 6). Sem preévia purificacdo, o composto (15) foi empregado na etapa 2 juntamente
com o bis-MPA protegido (12) na presenca de trietilamina. Todavia, o produto desejado

néo foi obtido com essa metodologia.
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Esquema 6 — Sintese do dendron de ibuprofeno protegido (SOCIy).

A purificacdo do produto foi 0 maior desafio dessa metodologia. A remocao do
SOCI; remanescente foi feita através de destilacdo apos a primeira etapa e, também, apos
a segunda etapa da reacdo, ambas sem pressdo reduzida. Dessa forma, ainda foi possivel
verificar a presenca de SOCI> na amostra. Mesmo assim seguiu-se para a purificagdo do
produto em cromatografo automatizado e a fracdo obtida referente ao Rt 0,73 foi analisada
por RMN de *H e *C. No espectro de *H (Figura 15) verificaram-se indicativos de obtenc&o
do dendron monossubstituido com impurezas. As integrais do multipleto em 6,99 ppm
referente aos hidrogénios do anel aromatico do ibuprofeno (Cs e Cs) indicam a presenca de
apenas 4 hidrogénios e ndo 8 como era de se esperar em uma dissubstituicdo. Ademais, as
integrais referentes aos demais hidrogénios da molécula de ibuprofeno também néo se
encontram com valor duplicado como esperado. A integral (6 hidrogénios) do dupleto em
0,77 ppm referente aos hidrogénios das metilas isopropilicas (C1) indica, também,
monossubstituicdo, assim como o septeto referente ao hidrogénio do C; isopropila, que
integra apenas 1 hidrogénio. Mais adiante na pagina 57, compara-se as integrais e
deslocamaento quimico dos produtos monossubstituido e dissubstituido (Tabela 1). O
RMN de 13C (Espectro 1 dos anexos) revela a presenca das carbonilas referentes ao C13 e

C9em 172,8 ppm e em 171,1 ppm, respectivamente.
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Figura 15 - RMN H (CDCls, 300 MHz) do dendron monossubstituido de ibuprofeno impuro.

Ressalta-se que esse método foi a primeira tentativa de obtencdo do dendron de
ibuprofeno e, apos verificagdo da formacdo do produto monossubstituido, optou-se por
outros métodos de esterificacdo, uma vez que a remoc¢édo do SOCI; se mostrou um desafio.
Entretanto, é necessario destacar alguns pontos da execucdo dessa metodologia.
Primeiramente, pode-se observar que a reacdo foi efetuada em quantidades insuficientes de
SOClI,, devido a um erro técnico ao adaptar a metodologia de Capim e colaboradores
(2013). Utilizaram-se 0,28 mmol de SOCI. ao invés de 28 mmol, sendo esse o principal
fator pelo qual ocorreu a monossubstituicdo. Curiosamente, ainda assim, houve dificuldade

em remover 0 reagente remanescente por destilacdo, e nesta etapa, destaca-se que a

destilacdo foi feita em TA e sem pressdo reduzida. Entende-se que sob condicGes de

0.5

~-2.0E+DE
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fornecimento de energia e sob pressao reduzida a destilacdo do SOCI, remanescente seria

devidamente realizada.

Frente ao insucesso da rota sintética anterior, buscaram-se outras metodologias para
a obtencdo do dendron de ibuprofeno protegido (16). Desta forma, empregou-se o cloreto
de oxalila ao invés do SOCI> como agente para conversao do ibuprofeno em seu respectivo
cloreto acido (15), alterando a metodologia da 1° etapa (1° etapa, Esquema 7). A
substituicdo do cloreto de tionila pelo cloreto de oxalila fornece menos interferentes para a
formacdo do cloreto de &cido, como por exemplo realizar a cloracdo a TA e em menos
tempo (80 °C e 4 horas vs TA e 2 horas). Ademais, os subprodutos da reacdo com (COCI).
s&o menos nocivos (-CO e -CO.) em relacgdo aos subprodutos da reagcdo com SOCI (SOz e
HCI). Junte-se a essas a vantagem de ser possivel remover o excesso de (COCI) por
pressao reduzida, o que, por sua vez, facilitou o processo de purificacdo do produto. Apoés
a obtencdo do produto desejado (15), sem prévia purificacdo, este foi empregado na
segunda etapa com o bis-MPA protegido (12) e EtsN, para obtenc¢do do composto (16) com

40,5% de rendimento.

12 etapa

oH (COClI), (1,5 eq) cl
DMF (2 gotas)
— 2
e} (0]
CH,CI, 2h, TA
(2,5€eq.)
5
22 etapa (0]
Cl + @AO%OH Et3N (2 eq.) /@(
O 1 OH CH2C|2 0°C-TA m

25eq) (1eq) 2 overnight 16: 40,5%

15

Esquema 7 — Sintese do dendron de ibuprofeno protegido (16) (COCI)..
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A reacdo de formacéo do cloreto de acido de ibuprofeno se inicia com a reacao entre
DMF e o cloreto de oxalila., por meio de um ataque nucleofilico do oxigénio do DMF em
uma das carbonilas do cloreto de oxalila, liberando o cloreto como grupo abandonador. O
intermediario imino sofre um ataque nuclefilico do cloreto do meio e o rearranjo
intramolecular leva a formacdo do reagente de Vilsmeier-Haack, que sofre um ataque
promovido pelo respectivo acido carboxilico a ser convertido, nesse caso o ibuprofeno,
dando origem ao cloreto de ibuprofenila. Utiliza-se o DMF como catalizador, que se
regenera apos reacao entre o reagente de Vilsmeier e o acido carboxilico. A segunda etapa
consiste na conversdo do cloreto de acila em éster. Na presenca de uma base, este acido ird
sofrer um ataque nucleofilico pelas hidroxilas do bis-MPAp (12), dando origem a formacao
do respectivo éster. Como a molécula de bis-MPAp (12) possui duas hidroxilas, espera-se
que ambas reajam para dar origem ao produto dissubstituido e, para isso, foi necessario
adequar as condicbes de reacdo. Os esquemas 8 e 9 mostram o mecanismo de reacao
descrito.
12 Etapa
O/\OQ(' L ¥ 3 G
\NLH o) o o C%ﬁ
)

o
.
(COCI). N N
() o |
ci

\
N L H NQ
N CI MH —<——> N__0o__R N
-Cl | R™ 40 Y R,
cl CI> o) H O
HCl ol
Lol H 5
I I O O
' \+//k '
PN el
v : \NXH * R)J\CI

______________

Esquema 8 — Mecanismo de reagdo da formacéao do cloreto de &cido.
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28 Etapa
CI CI
/\@
(2,5eq.) (1eq.) /j%L
Cloreto de acido Bis-MPAp r "o
de ibuprofeno
Sh
Trietilamina
o o O (0]
©/\0)§(\O — ©/\o)§(\o
BN HaQ
H e P NN O
cl N
/\N(\ . (¢]] N )
o)

Esquema 9 — Mecanismo de reagdo de formacdo do dendron de ibuprofeno (16).

Este método, além de mais simples, também oferece uma reacdo mais clean, que
era o objetivo, uma vez que a purificacdo pelo método anterior se mostrou um desafio. O
método com cloreto de oxalila facilitou a extracdo do produto do meio reacional. A
purificacdo do produto foi feita por cromatdégrafo automatizado, que foi programado para
extrair o material referente ao Rr 0,8. No entanto, apds a purificacdo, observou-se que as
fracOes coletadas possuiam R diferentes, apesar de bem proximos R¢0,8-0,76, indicando
gue o cromatdgrafo separou dois produtos diferentes referentes a mancha inicial de R¢0,8.
O produto majoritario (0,49 g; 40,5% rendimento) foi coletado nas primeiras fracGes,

portanto de Rf 0,8 (Produto A). A coleta das fracdes seguintes foi referente ao produto
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minoritario, de R¢ 0,76. A coleta dessas fragdes deu origem a cerca de 5 mg de produto

(Produto B). A Figura 16 ilustra a CCD obtida ap6s purifica¢do por coluna automatizada.

Ibuprofeno

Produto reacao

@ bis-MPAp
°

Produto A

--l-@l—-l—-l—-l—-l——l——l--l--l--l--l-- ® Produto B

Figura 16 - Representacdo da CCD referente a purificacdo automatizada da reacéo do dendron de
ibuprofeno protegido (Produto A = 16).

Para ambos os produtos realizou-se analise de RMN de 'H. Por falta de amostra,
apenas no produto A (16) a andlise foi mais completa com RMN de *3C, APT e RMN 2D
(COSY e HETCORR). Para caracterizacdo do produto A (16) foi necessario entender como
a molécula se comporta no espaco tridimensional, uma vez que as diferentes condi¢des
espaciais interferem no entendimento dos resultados obtidos. O ibuprofeno (5) utilizado
nas reacdes € uma mistura racémica entre os enantibmeros R(-)-ibuprofeno e S(+)-
ibuprofeno. Enantidbmeros, por sua vez, sdo moléculas que possuem as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas, exceto pelo desvio do plano da luz polarizada, no qual um
enantidmero em solucgéo rotaciona o plano da luz polarizada para direita (+, dextrogiro). A
outra solucdo de enantidmero é responsavel por rotacionar o plano da luz polarizada para
esquerda (- ou levogiro), portanto classificam-se como isémeros Opticos. Quando existe
mistura racémica (RS)-ibuprofeno, ndo ocorre desvio da luz polarizada (TESTER, 2003;

EVANS, 2001; LEWIS, 2013).
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(R)(-)-ibuprofeno (S)(+)-ibuprofeno
HsC

H ~
*\ OH * H OH
(@] (0]

Figura 17. Carbono quiral do ibuprofeno da origem a dois ismeros épticos (R) e (S).

Ao se partir de mistura racémica na sintese de 16, o produto consiste em mistura de
enantidbmeros e diasteroisdbmeros. Caso as substituicbes ocorram a partir de isdbmeros
iguais, S,S (produto C) ou R,R (produto D), serdo formados enantibmeros, uma vez que
a imagem especular de C ndo é sobreponivel a de D. Entretanto, o bis-MPAp (12) possui
um carbono pré-quiral, que serd quiral quando a substituicdo for feita a partir de dois
isdbmeros diferentes de ibuprofeno, criando-se um terceiro estereocentro. Portanto, neste
caso, tem-se a possibilidade de formacéo de 4 produtos: SSR (produto E), SRR (produto
F), RSS (produto G) e RRS (produto H). Dessa forma, ao final da reacdo seriam
esperados 6 tipos de isdbmeros. No entanto, foi verificado que os produtos E e G sdo a
mesma molecula, assim como os produtos F e H também sdo na realidade a mesma
molécula. Chegou-se a essa conclusao ao observar que a rotacdo em 180° do produto E
origina uma estrutura que é sobreponivel ao produto G, evidentemente, observa-se o
mesmo resultado ao rotacionar o produto G em 180° Os produtos F e H possuem,
também, essa mesma relacdo. O esquema 10 mostra todos os possiveis produtos formados

e, também, suas relacbes isoméricas.

Diastereoisoméros, diferentemente dos enantidmeros, possuem propriedades
fisico-quimicas diferentes, e, portanto, ndo tém deslocamento quimico equivalente. O fato
de terem propriedades diferentes os diferem em ponto de fusdo, atividade bioldgica
(enantidmeros também) e deslocamento quimico, por exemplo. Portanto, a purificacdo da
reacao realizada pelo cromatografo deve ter separado moléculas semelhantes, mas nao a

ponto de isolar cada isbmero. Acredita-se que tanto no produto A quanto no produto B
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exista mistura de isdmeros. Portanto, espera-se que analise de RMN de 'H apresente

deslocamentos distintos no mesmo espectro.

Centro pro-quiral Centro pré-quiral
o ‘ Jo T =T Vsl 4~ \
. Enantiémeros :
Me CO,Bn = : Me COZBn
Os dois substituintes sédo iguais,
Produto C o centro pré-quiral se mantém Produto D
S,s,R (S:rR)
( ) Produto E Produto F
O 0O
(S) (R) (S) (r) R)
Diasteroisomeros O \‘. O
‘ Me COan BnO,C' Me
180° | x Rotagdo em 180° do produto F . 180°
. Rotagdo em 180° do produto E . o .
& sobreponivel ao produto G d.f()s d(tns substn:umte§ séo | € sobreponivel ao produto H
' iferentes, o centro pré-quira _
X Produto E = Produto G agora é um terceiro centro quiral. Produto F = Produto H
BnO ¢\ : : Me :
(R:.S) oo, ’ co (R::5)
= Produto G Produto H

Esquema 10 — Possiveis isbmeros de 16 formados.

No espectro de H (Figura 18) foi possivel observar que a multiplicidade apresenta
diversos picos. Salienta-se que a avaliacdo da multiplicidade foi prejudicada devido a
mistura de isbmeros, presente na amostra. Apesar de ser possivel originar 4 isdmeros, ndo
se sabe se de fato irdo se formar todos os isdbmeros propostos. Com relacdo aos espectros
de RMN espera-se encontrar trés deslocamentos quimicos distintos, uma vez que o produto
C e produto D sdo enantibmeros e possuem o mesmo deslocamento quimico. Os 13
hidrogénios aromaticos (5, 5°, 6, 6°, 17, 18 e 19) se encontram na regido dos hidrogénios
aromaticos (~6,5 — 8 ppm). Na regido mais desblindada (7,44 ppm) é possivel identificar
os hidrogénios (5 hidrogénios) referentes ao anel aromatico do benzil éster e na regido mais
blindada (7,21 ppm) € possivel identificar os hidrogénios (8 hidrogénios) referentes ao anel

aromatico do ibuprofeno. O sinal referente aos dois hidrogénios do carbono benzilico (C1s)
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pode ser encontrado em 5,06 ppm. As demais integrais referentes aos sinais dos
hidrogénios da molécula de ibuprofeno encontram-se devidamente duplicados, sendo esse
mais um indicativo de que houve de fato a formacdo do produto dissubstituido, como
mostra a Tabela 2. O sinal que melhor auxilia a identificacdo dos isdmeros neste espectro
é referente aos hidrogénios metilicos da posicdo 14, que se manifestam como 3 picos em
1,03 ppm. Os hidrogénios na posic¢do 14 séo vizinhos ao centro quiral do bis-MPAp (12)
(posicdo 12) e podem estar sofrendo maior influéncia da quiralidade produzida. Quando o
centro quiral ndo esta ativo, como no caso do bis-MPAp (12), observa-se a presenca de
apenas um simpleto, no entanto, quando essa quiralidade € ativada, esse padrdo de 3
simpletos se manifesta. Aventa-se a hipotese de que esses picos distintos podem ser
referentes aos trés tipos de isdmeros presentes na amostra, sendo o simpleto mais intenso
referente aos enantidmeros e os simpletos adjacentes referentes aos dois diasteroisdmeros.
A visualizacdo, no entanto, é prejudicada pois se encontram muito préximos ao dupleto
dos hidrogénios isopropilicos do ibuprofeno. O RMN de *H do produto B (Espectro 2 dos
anexos) apresenta 0 mesmo padréo de 3 simpletos referente aos H14, o que sugere que a
purificacdo deu origem a dois produtos (A e B) com mistura de isbmeros, além da
confirmacdo de dissubstituicdo. Entretanto, ndo se pode afirmar qual a proporcdo de

mistura de isbmero contidos tanto no produto A quanto no produto B.
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Figura 18 — RMN *H (CDClIs, 300 MHz) do dendron dissubstituido de ibuprofeno (16).

6.0 5.5 5.0 4.5

6.5

7.0

7.5



Tabela 1 - RMN de *H comparativo entre dendron monossubstituido e dendron dissubstituido (16).

18 1%
L 19 17, 19
IE’/Q‘@13 |5| T ; 18
o o 10 w 0. O 10
N i r 14 Ha
Hl;}l\i/{:uB 7 8 1 rog T80 iy Di;.F"; 1
20 1 ! ¥ - ) | [ 1-1' 1" I | 3
14 O . L e ¥ e o o & i3
T H 1 ] §
Dendron monossubstituido Dendron de IBP protegido (Produto A)

sepm) | m [® ) o | w a
1 0,75-0,77 d 6.8 0,90-1.03 d 11,97
2 1,64 -1,77 | sept 1,12 1,79-1.93 sept 2,30
3 229232 d 2 245247 d 3.58
5 6,99 —7.01 714 -7.16

dd 4 dd 8.66

& 6,91 — 6,94 7.07-7.10
8 3,42 -357 q 137 3.61 —3.68 q 2,04
10 1,20 1,32 d 2,71 146 —1.48 d [}
11 3,804,285 m 2,01 4,05 4,25 m 4,50
14 0,91 5 - 1.03 5 2,76
15 4,78 — 510 m 1,52 4,96 — 5,06 m 2
17
18 7.00 -7.18 m A{5~* 7.25-7.30 m 6,20 (5)*
19 7.5 m

6 = deslocamento quimico;

m = multiplicidade;

[(H) =integral;

* sobreposi¢do do sinal do CDClz com
os H’s do anel benzilico



Tabela 2 - RMN de *H comparativo entre Ibuprofeno (5), Produto A (16) e bis-MPAp (12)

59

18
LS 18 8
10 “| i " 'I'|"I 19
0.9 5 10 0. 0 16 _-ig 18
M@ ' . 1A . 17
0 g 3 " & a0 Ay O T8 &5
- 1 7 ([3. i N | o o
" & & & B 4 m 11
(R,5)-1buprofeno Dendron de IBP protegido (Produto A) bis-MPAp
sopm | m | |® | sopw | m @ som | m | |®
1 0,50 - 0,83 d 5,58 0,90 — 1,03 d 11,97 - - -
2 1,70 -1,83 sept 1 1,79-1.93 sept 2,30 - - -
3 2,35-238 d 2 2,45-247 d 3,58 - - -
5 7,12 - 715 2,02 7,14 -7.16 = = =
dd dd 8,66

4] 7.00 - 7,03 2,02 7,07 -7.10 - - -
8 3.58 — 3,66 q 1,03 3,61 — 3.68 q 2,04 - - -
10 1.40-143 d 2,00 146148 d ] - - -
11 - - - 4.05—4.25 m 4,50 3,70-396 | ddd 4,36
14 - - - 1,03 s 2,76 1,01 s 3,08
15 - - - 4,06 — 5,06 m 2 5,13 s 2
17 - - - m
18 - - . 725-7.30 6,20 (5)* 7,28 m 4,06
19 - - - 735 m

6 = deslocamento quimico;

m = multiplicidade;

[(H) =integral;

* sobreposic¢do do sinal do CDCl3
com os H’s do anel benzilico

Seguindo a caracterizagdo do produto A, verificou-se no espectro de *C (Figura

19) a presenca de duas carbonilas, referente aos Co € C13 em 173,4 ppm e 171,9 ppm

respectivamente. Sendo esses 0s maiores indicativos de obtencdo do produto. Podemos

observar na imagem ampliada (Figura 20, A) que a carbonila em 171,9 ppm tenta “abrir”

seu sinal em 3 picos, corroborando com a hipotese da existéncia de trés isdmeros na

amostra como previamente discutido no RMN de *H. Podemos observar esse padrdo em

diversos picos no RMN de 3C como nas imagens ampliadas dos carbonos aromaticos do

éster benzilico (C19, C1s € C17) (Figura 20, B) e carbono metilico (C10) em 17,4 ppm (Figura

20, C). Ainda ha outros picos que tentam alargar o sinal indicando que querem formar mais




de um pico, entretanto a frequéncia emitida pelo

em picos adjacentes.
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Figura 20 — Espectros de *C ampliados,

onde A=C13; B=C17,18 ¢ 19; C = C10.
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Através dos espectros de RMN de 'H e *C pode-se confirmar que o produto A foi
obtido com sucesso através da metodologia utilizando cloreto de oxalila. A purificacéo
realizada foi capaz de separar o produto desejado dos subprodutos reacionais e reagentes
de partida, no entanto, nao foi capaz de separar os diferentes isbmeros obtidos, tdo quanto
elucidar quais isémeros foram formados e nem suas proporcdes. Ainda assim, por se tratar
de uma estrutura quimica ndo trivial, realizaram-se andlises complementares com o
propdsito de confirmar as discussfes previamente feitas. A técnica de APT (Attached
proton test), por exemplo, permite separar os sinais dos carbonos de acordo com o nimero
de hidrogénios ligados a ele, sendo que os carbonos que possuem numeros impares de
hidrogénio (CHs e CH) s&o detectados invertidos no espectro e 0s que possuem numeros
pares de hidrogénio (CH2) ou os carbonos ndo hidrogenados (carbonos quaternarios) séo
detectados ndo invertidos no espectro. Pode-se observar que no RMN de *C (Figura 21)
existe um pico mais intenso em 44,55 ppm, que esta referenciado como C3 e C8. O carbono
3 é um carbono metileno (CH>) e o carbono 8 é um carbono metino (CH), portanto, ao
aplicar uma analise por APT pode-se confirmar a presenca de todos os carbonos do
produto, uma vez que o Cs foi detectado invertido no espectro diferentemente do Cs que

apareceu ndo invertido no espectro (Figura 21).
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Figura 21 — Visualizacdo dos C8 e C3 na técnica de APT (esquerda) e RMN de 3C (direita).
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Devido & multiplicidade prejudicada apresentada no RMN de 'H, algumas
constantes de acoplamento ficaram prejudicadas e, portanto, realizou-se a técnica
bidimensional COSY (*H - 'H) (Figura 22) para visualizacdo e confirmacdo do
acoplamento realizado entre 0 H8 — H10 (Jns-H10 =7 Hz), H3 —H2 (Ji2=6,75Hz e Jus

=7 Hz) e H2 — H1 (Ju2 = 6,75 € Ju1 = 6,6).
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Figura 22 - Mapa de contorno de COSY do produto A (CDCls, 300 MHz).

Por fim, realizou-se a técnica de espectroscopia heteronuclear de coeréncia
(HETCORR) (Figura 23), técnica bidimensional que permite determinar qual carbono esta
ligado a qual hidrogénio (*Jcn). Este espectro permitiu atribuir com mais precisio os
carbonos e hidrogénios nos seus respectivos espectros, principalmente aqueles com
deslocamento semelhante, como os carbonos aromaticos 5,5, 6 ¢ 6” em 128,8 ppm e 126,7
ppm, respectivamente, que estdo ligados aos respectivos hidrogénios na regido entre 7,07

— 7,14 ppm representados pelo duplo dupleto. Ja os carbonos aromaéticos 19,18 e 17,

f1 (ppm)
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localizados em 128 ppm, 127,7 ppm e 127,5 ppm, respectivamente, estdo acoplados aos
respectivos hidrogénios na regiao mais desblindada do espectro em 7,25 — 7,35 ppm, como
mostra a Figura 23. Utilizando essas técnicas complementares foi possivel ndo s6 confirmar

a obtencédo do produto A, mas também destrinchar as relac6es intramoleculares do produto

19,18 e 17
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!
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Figura 23 - Mapa de contorno de HETCOR do produto A (CDCls, 300 e 75 MHz).
Independentemente do sucesso com a rota sintética anterior (empregando cloreto
de oxalila), testou-se ainda, uma ultima opcéo sintética para obtencdo do dendron de
ibuprofeno (16) (Esquema 11). A sintese do dendron de ibuprofeno utilizando EDC/HOBt
se mostrou menos eficiente, quando comparada ao método utilizando cloreto de oxalila

(40,5% de rendimento vs 11% de rendimento). No entanto, pdde-se confirmar a obtencéo

15

r2

4

r6

r8

f1 (ppm)
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do produto A através desse método, porém com tragos de impurezas, mesmo apos
purificacdo prévia em cromatdgrafo automatizado (espectro 3 dos anexos). Observa-se que
este método também resultou na obtencdo de mistura de isdbmeros, evidenciado pela
sobreposicao dos sinais. Optou-se por utilizar HOBt como catalizador no lugar do DMAP

para evitar formacéo do subproduto N-Acilisoureia como mostra o Esquema 12.

o
/@(OH . ©/\o)§'\/\OH _EDC, HOBt Q
o oy  CHzClz 0°C (2h) o. o
s 12 TA (15h) o \i
ALY T
o)

16: 1%

Esquema 11 — Sintese de 16 utilizando EDC/HOB.
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R)J\O Rs~N=C=N"R,

0]
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| —_— )J\
O)\I}IH lento R)J\O)\H_Rz apido R ot
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Rz O-Acilisoureia éster ativado

N-Aciliureia
RCO2H R4—OH
O O R4,—OH j\
R)J\O)]\R R™ "OR4
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Esquema 12 — Mecanismo reacional geral da formacao ésteres utilizando HOBt como catalizador.
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4.3 Sintese do dendron de isoniazida

A funcionalizac¢do da isoniazida 1, importante para as reagdes subsequentes com o
bis-MPAp, foi realizada de acordo com o protocolo de YEOH e colaboradores (2013),
empregando anidrido succinico 13, piridina como catalisador e acetato de etila como
solvente, fornecendo o hemissucinamida de isoniazida 14 com rendimento de 55%

(Esquema 13) (YEOH et al, 2013).

NHz
Ox_NH o
N O =0  py, AcOE! O H\N)WOH
) V » H J
N 12 TA, 20h | X
1 N/ 14: 55%

Esquema 13 - Sintese da hemissucinamida de isoniazida.

A reacdo inicia-se pelo ataque nucleofilico da piridina a carbonila do anidrido
succinico, seguido pela abertura do anel e formacao de um intermediéario eletrofilico mais
reativo, com carga positiva. A isoniazida, entdo, realiza um ataque nucleofilico nesta
carbonila mais reativa, fornecendo o hemissuccinamida de isoniazida e regenerando a
piridina.

(13)

Esquema 14 - Mecanismo de reacdo da formagdo do hemissuccinamida de isoniazida.
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Ao analisar o produto obtido por RMN de 'H (Figura 24) verificou-se a formagao
do produto desejado. Foi possivel visualizar o simpleto em 11,79 ppm, referente ao
hidrogénio do acido carboxilico e os sinais referentes ao hidrogénio do nitrogénio 5 na
regido mais desblindada, em 10,64 ppm, e o hidrogénio mais blindado do nitrogénio 4, em
10,04 ppm. Nao se pode confirmar a presenca dos hidrogénios alquilicos referentes aos
carbonos 2 e 2°, pois aparecem na mesma regiao que o sinal de DMSO-d6 em 2,50 ppm.
Entretanto, no RMN de *C (Figura 25), pode-se confirmar a presenca do carbono succinico
2, que esta menos blindado em 28,76 ppm, e do carbono succinico 2° mais blindado, em
28,13 ppm. Por fim, o pico em 173,46 ppm relativo ao carbono (C1) carbonilico confirma

a obtencdo do hemissuccinamida de isoniazida.
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Figura 24 - RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) do hemissuccinamida de isoniazida.
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Figura 25. RMN de *3C (300 MHz, DMSO-d6) da hemissuccinamida de isoniazida.

No espectro no 1V (Figura 26), pode-se confirmar a presenca do grupo carbonila

devido ao estiramento axial de &cido carboxilico com banda caracteristica em 1705 cm™,

assim como o estiramento relacionado as carbonilas da hidrazida, em 1605 cm™ e 1580 cm’

!, Quando comparado a isoniazida, pode-se verificar a presenca de apenas uma banda

relacionada a Gnica carbonila da hidrazida em 1580 cm™. Por fim, o ponto de fusio obtido

do produto foi de 219 °C — 221 °C (221 °C — 223 °C, YEOH et al., 2013), maior quando

comparado a isoniazida (171°C — 173°C).
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Figura 26 - Espectro no IV da isoniazida succinoilada (preto) em comparacdo com a isoniazida
(vermelho).
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Ap0s a obtencdo do hemissuccinamida de isoniazida (14), iniciou-se a sintese do
respectivo dendron (18). Inicialmente, tentou-se a sintese atraves da formacéo do cloreto
de hemissuccinamida utilizando SOCI; (Esquema 15) e (COCI)2 (Esquema 16), assim como
no dendron de ibuprofeno. Entretanto, ndo foi possivel adaptar essas metodologias para o
dendron de isoniazida. Durante a tentativa com SOCI> constatou-se degradagao do produto
e, portanto, excluiu-se essa metodologia para obtencdo do dendron de isoniazida. Ja a
metodologia empregando (COCI). necessita de mais estudo para que seja possivel adaptar
as condices reacionais. Conforme ja relatado, a reacdo ocorreu utilizando DMF como
solvente organico, pois foi o Unico solvente minimamente capaz de solubilizar a
hemissuccinamida de isoniazida. Entretanto, o DMF é utilizado como catalizador desse
método e ndo se sabe se a quantidade em excesso de DMF pode prejudicar o resultado final
dessa reacao. Relata-se, ainda, que a solubilizacdo ndo é 100% eficaz, o que, por sua vez,
prejudicou 0 acompanhamento da formacdo dos produtos. Mesmo assim, deu-se
prosseguimento a reacdo, utilizando como referéncia a metodologia da sintese do dendron
de ibuprofeno, relatada anteriormente. Por fim, ao término da reacdo ndo foi possivel
extrair o produto do meio reacional, novamente, devido a polaridade da moélecula. Portanto,
ndo foi possivel confirmar se houve a formacdo do dendron de isoniazida através desse
método, porém relata-se que ndo houve indicios de degradacdo da molecula de partida.
Essa metodologia ndo foi excluida dos planos futuros, pois entende-se que sdo necessarios
ajustes nas condic¢des reacionais de acordo com 0s materiais que temos a disposi¢do, para

gue se obtenha sucesso na sintese do dendron de isoniazida.
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Esquema 16 — Sintese de 18 utilizando (COCI)a.

Frente ao insucesso dessa reacdo, buscou-se outra metodologia para sintese do
dendron de isoniazida. Um dos métodos mais empregados na sintese de ésteres € atraves
da utilizacdo de carbodiimidas e DMAP. Desenvolvido por Neises e Steglich, em 1978, as
condicdes de Steglich empregam o uso de acidos carboxilicos e alcoois para formacao do
éster desejado. Utilizam-se a carbodiimida (DCC, EDC, CDI) e o DMAP para reagir com
0 acido carboxilico, gerando um derivado de &cido carboxilico ativado, que, por sua vez
realiza uma reagdo de substitui¢do acilica nucleofilica com o alcool como nucledfilo para

originar o éster desejado (Esquema 17) (LUTJEN et al., 2018; TSAKOS et al., 2015).
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Esquema 17 — Mecanismo geral da formacdo de ésteres de Steglich (Adaptado de TSAKOS et al., 2015).
Para ligacdo da hemissuccinamida as hidroxilas do bis-MPAp (12) através da
esterificacdo de  Steglich utilizaram-se  dois agentes condensantes DCC
(dicicloexilcarbodiimida) e EDC (1-etil-3,3-(dimetiaminopropil)carbodiimida), ambos na
presenca de DMAP (4-dimetilaminopiridina) como catalisador. Inicialmente, utilizou-se
DCC como agente condensante devido a sua maior reatividade, quando comparado ao
EDC. No entanto, as reacdes com DCC levaram a formacdo do subproduto DCU
(dicicloexilureia), que se manteve presente na amostra mesmo apds sucessivas lavagens
com hexano gelado, como observado no RMN de *H (Espectro 4 dos anexos). Ademais, 0
espectro de H revelou que ndo houve formagéo do produto esperado, pelo contrario, nessas
condigdes aplicadas formou-se o subproduto indesejado N-acilisoureia. Observou-se no
espectro os hidrogénios do ciclo hexano entre 0,9 - 2,0 ppm, além dos sinais dos
hidrogénios aromaticos do hemissuccinamida de isoniazida em 8,08 — 8,11 ppm e 6,81 —

6,78 ppm, que possuem J = 6,9 e 7,2 respectivamente, indicando que sdo de fato os
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hidrogénios do anel aromatico da isoniazida. A formacdo desse subproduto indesejado
ocorre apds rearranjo intermolecular do O-acilisoureia, apenas no isémero E, quando o par
de elétrons do nitrogénio e a carbonila se encontram do mesmo lado da dupla ligacao
(Esquema 17). A inversdo de configuracdo do isdbmero Z para o E é catalisada em pH acido
(3-6), mas pode ocorrer lentamente acima de pH 7. No entanto, essa inversdo de
configuracdo ndo se manifesta em pH < 2, uma vez que essas condi¢des favorecem a

protonocdo do O-Acilisoureia (TSAKOS et al., 2015).

Substituiu-se 0 DCC por EDC, pois seu subproduto EDU (1-(3-dimetilamino)-
propil-3-metilureia), pode ser removido através de extracfes aquosas. Entretanto, ao
realizar a analise por RMN de 'H e *C (Espectros 5 e 6 dos anexos) do produto obtido pela
esterificacdo atraves de EDC/DMAP verificou-se a formacdo de outra substéncia,
correspondente a ciclizagdo da mélecula de isoniazida, a qual se denominou INH ciclica,

que foi obtida como um cristal incolor.

Para investigar em qual etapa ocorreu a formacdo da ciclizacdo da isoniazida,
analisou-se passo a passo a reacdo, que foi monitorada por CCD, e notou-se
comportamento ndo previsto apds adicdo de DMAP. Inicialmente a reacdo foi mantida por
40 minutos contendo apenas EDC e hemissuccinamida de isoniazida, sem que se
observasse comportamento distinto do normalmente verificado. Contudo, ao adicionar
DMAP notou-se a formacdo de uma mancha de R¢ 0,9, semelhante ao que a isoniazida
ciclica apresenta. A reacéo foi interrompida neste instante e o produto obtido foi purificado
e analisado por RMN (Espectros 5 e 6 dos anexos), confirmando a ciclizagédo da estrutura.
Ao observar este comportamento, sup6s-se que durante a formagdo do intermediério com
DMAP (Esquema 18), é possivel que ocorra um ataque nucleofilico intramolecular

realizado por um dos nitrogénios da hidrazida a carbonila acida, dando origem a isoniazida
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ciclica. Entende-se que os dois nitrogénios podem realizar um ataque nuclefilico a
carbonila ativada, que por sua vez pode gerar um ciclo de 5 membros simétrico ou um ciclo
de 6 membros assimétrico. Entretanto, o RMN de *3C revela apenas dois tipos de carbonila
em 163 ppm referente a carbonila da isoniazida e em 173 ppm, referente a carbonila
succinica ciclizada, indicando a formacdo de um produto simétrico, no qual as duas
carbonilas do ciclo possuem deslocamento quimico igual. Esta teoria pode ser comparada
com o trabalho realizado por Rando, Brandt e Ferreira (2004). Os autores afirmam terem
obtido o ciclo de 6 membros apds tentativa de cloracdo do hemissuccinamida de isoniazida
(Esquema 19). A principal evidéncia citada pelos autores é justamente a presenca de 3 picos
no RMN de *3C referente aos trés tipos de carbonilas presentes na estrutura. Os autores
ainda relatam que foi possivel realizar a esterificacdo desejada a partir da estrutura

ciclizada.

Uma possivel explicacdo pela qual o nitrogénio realiza um ataque intramolecular e
ndo o oxigénio do bis-MPAp (12) como planejado, é devido a maior nucleofilicidade
apresentada pela amina quando comparada a hidroxila (TSAKOS et al., 2015). Outro fator
que pode ter interferido na esterificacdo € a baixa solubilidade do hemissuccinamida de
isoniazida em acetonitrila, como observado e ja citado anteriormente. O composto
ciclizado puro foi submetido a ensaios bioldgicos in vitro, mas ndo demonstrou atividade

inibitoria frente a cepas de Mtb.
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EDC: R2 = Etil; R3 = 3-Dimetilaminopropil
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Esquema 18 — Mecanismo de formag&o da INH ciclica.
o
0
_N
0 | = N
0N OH N H oo
”J\/\m SOCl2 ou
X S THF, TA e
OxN.
N/ H | X
N
O =

Esquema 19 - Ciclizacdo do hemissuccinamida de isoniazida (RANDO et al., 2004).
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4.4 Avaliacéo da atividade biologica
4.4.1 Avaliacéo da citotoxicidade celular

Inicialmente, avaliou-se a citotoxicidade celular das amostras a fim de garantir a
seletividade quanto as atividades a serem testadas futuramente. Para isto, utilizou-se cultura
de macrofagos murinos Raw 264.7 e células epiteliais de rim de macacos africanos (Células
Vero). O método de MTT foi empregado para avaliacdo da citotoxicidade celular através
da atividade mitocondrial das células tratadas ou controles. As células foram tratadas com
0 dendron de ibuprofeno (16) (GLC) sintetizado, o transportador, &acido 2,2-bis-
(hidroximetil)-propiénico protegido (12) (BIS) sintetizado, ibuprofeno (5) (IBP) e
isoniazida (1) (INH) nas concentragbes 125, 62,5, 31,2 e 15,6 ug/mL, previamente
estabelecidas. Como resultado, observou-se que em cultura de macréfagos Raw 264.7 e em
Células Vero, todas as amostras apresentaram baixo percentual de citotoxicidade em todas
as concentragOes testadas, quando comparadas ao controle positivo de morte celular
(Figura 27 A-B). Estes resultados indicam que as amostras testadas apresentam baixa

citotoxicidade celular e estdo aptas para outros testes de atividade bioldgica.
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Figura 27 - Avaliacéo da citotoxicidade celular em macréfagos RAW 264.7 e Células Vero. Cultura de
macréfagos RAW 264.7 (A) e Células Vero (B) foram plaqueadas (5x10° células/mL) e tratadas com as
amostras nas concentra¢des de 125, 62,5, 31,2 e 15,6 ug/mL (mostradas em ordem decrescente no grafico)
por 24 h. O controle negativo (C-) de toxidade celular foi cultura de macréfagos somente estimulado por LPS
e 0 controle positivo (C+) cultura de macréfagos tratado com 1% de Triton X-100. Os valores sdo

representados como média + desvio padrdo e grupos diferentes foram considerados significativos segundo
P<0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,001 (***) (n=3).

4.4.2 Avaliacdo da inibicdo do crescimento das células micobacterianas Mth
H37Rv, Mtb M299 e Mbv MP287/03

Utilizando as mesmas concentracdes previamente estabelecidas e de baixa
citotoxicidade em cultura de macréfagos e de Células Vero, avaliou-se a atividade
antimicobacteriana das amostras frente as cepas de diferentes niveis de viruléncia. A cepa
Mtb H37Rv é uma cepa padréo de baixa viruléncia, a cepa Mth M299 é hipervirulenta,

isolada de humano, e a cepa hipervirulenta Mbv MP287/03, isolada de bovino.
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Como resultado, o candidato a pro-farmaco GLC (16) apresentou elevado potencial
ao inibir significativamente o crescimento das cepas Mtb H37Rv (MICsp 8,1 £ 2.0 uM) e
M299 (MICs 11,6 £ 2.1 pM) em todas as concentragdes testadas. Apesar disso, considera-
se gque a inibicdo do crescimento de H37Rv é mais proeminente e similar ao observado com
os farmacos anti-TB INH e RIF. Isto se deve a baixa viruléncia da cepa H37Rv, 0 que
difere da cepa M299, a qual possui maior resisténcia. A atividade do GLC (16) frente a
cepa Mbv MP287/03 foi observada somente nas concentracfes de 125 e 62,5 ug/mL (MICso
74,4 + 1.0 uM) (Figura 16 A-C) O transportador BIS (12) também se mostrou ativo contra
as cepas H37Rv, M299 e MP287/03, respectivamente (MICs 63,3 + 1.0, 20,5 £ 2.7, 76,2
+ 1.1 uM). Esta atividade foi observada em todas as concentracdes, sendo mais
proeminente a atividade associada as concentragdes 125 e 62,5 pg/mL (Tabela 3). O IBP
(5) mostrou atividade inibitoria de crescimento moderada frente a cepas Mtb H37Rv
(MICs50118,2 + 1.5) e M299 (MICs0178,8 + 1.1). Ressalta-se que a inibi¢éo do crescimento
na cepa M299 ocorreu somente nas maiores concentracdes e IBP (5) ndo mostrou atividade
contra a cepa Mbv MP2987/03 (Figura 28 A-C e Tabela 3). Ademais, pdde-se observar que
0 GLC apresentou atividade anti-TB cerca de 15 e 16 vezes mais potente que o farmaco

matriz IBP, frente as cepas H37Rv e M299 respectivamente.
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Figura 28 - Inibicéo do crescimento das cepas M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis M299 e M. bovis
MP287/03. As suspensdes bacterianas de Mtb H37Rv (A) Mtb M299 (B) e Mbv MP287/03 (C) (1x10°
CFU/pogo) foram tratadas ou ndo com as amostras nas concentragfes de 125, 62,5, 31,2 e
pug/mL (mostradas em ordem decrescente no grafico) durante 7 dias. O farmaco padrdo anti-TB, RIF, foi
utilizado nas concentra¢des de 25, 12,5, 6,2, e 3,1 ug/mL para todas as cepas. Como controle negativo (C-)
foi utilizado meio 7H9 suplementado e como controle positivo (C+), a suspensdo micobacteriana sem
tratamento. Os valores sdo reportados como média + desvio padrdo e grupos diferentes foram considerados
significativos segundo P<0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,001 (***) (n=2).

15,6
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Tabela 3. Concentracdo inibitoria minima das amostras no crescimento das cepas micobacterianas
Mtb H37Rv, Mtb M299 e Mbv MP287/03

MIC50 (nM)
Amostras Mtb H37Rv Mtb M299 Mbv MP287/03
GLC (16) 8,1+20 116+2.1 744+10
BIS (12) 63,3+ 1.0 205+ 2.7 76,2+1.1
IBP (5) 1182+ 15 1788+ 1.1 2254 +1.1
INH* (1) 31,3+2.9 415+25 29,8+ 1.7
Rifampicina* (4) 113+1.2 6,3+1.8 76%15

* Farmacos anti-TB

Apds o screening inicial das amostras em suspensao bacteriana, seguiu-se avaliando
a inibicao do crescimento micobacteriano em cultura de macréfagos infectados. Para este
experimento, selecionaram-se apenas as duas cepas que causam TB em humanos, Mtb
H37Rv e M299. Adicionalmente, selecionou-se apenas a maior concentracdo do GLC (16)
(125 pg/mL equivalente a 208 nM) para o tratamento, uma vez que esta foi a que se mostrou
mais ativa em todos os testes e ndo possui alta citotoxicidade em macrofagos e Células
Vero. A INH foi utilizada como controle padrdo de tratamento da TB. Os resultados
demonstram que o GLC (16) € capaz de inibir ndo somente o crescimento das cepas H37Rv
e M299 em suspensdo, mas também é capaz de entrar no macréfago infectado e interferir
no crescimento micobacteriano dentro do macrofago (Figura 29 A-B). Vale ressaltar que
isso ocorre de forma seletiva, sem causar danos ao macrofago, como demonstrado no teste
de citotoxicidade. A capacidade inibitoria do GLC (16) é proeminente frente a macrofagos
infectados com a cepa H37Rv, mas também ¢é significativa contra a cepa hipervirulenta
M299. Juntos, estes resultados confirmam a elevada e seletiva atividade antimicobacteriana

do GLC (16).
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Figura 29 - Inibigéo do crescimento das cepas M. tuberculosis H37Rv e M299 em cultura de macréfagos
infectados. Macréfagos Raw 264.7 foram plagueados (5x10° células/mL) e infectados com as cepas H37Rv
e M299 (MOI 1:1) e tratadas ou ndo com as amostras ha concentragdo de 125 ug/mL ou 0,208 pumol. Apoés 4
dias, a cultura foi lisada com Triton 0,1% e o método de CFU foi utilizado para quantificacdo da carga
bacteriana. A INH foi utilizada como controle de tratamento padrdo da TB. Como controle positivo (C+) foi
utilizada cultura de macréfagos infectados com as cepas e ndo tratados. Os valores sdo reportados como
média * desvio padréo e grupos diferentes foram considerados significantes segundo P<0,05 (*), P<0,01 (**)
e P<0,001 (***) (n=2).

Ha necessidade de se esclarecer algumas questdes dos ensaios bioldgicos, como por
exemplo elucidar se a atividade de inibicdo de crescimento de GLC (16) ocorre devido a
latenciacdo do ibuprofeno, originando um pré-farmaco reciproco, uma vez que o bis-MPAp
(12) também demonstrou atividade de inibicdo de crescimento. Aventa-se também a
possibilidade de GLC (16) atuar como um hibrido molecular caso ndo ocorra a liberacdo
das duas méleculas de ibuprofeno do transportador de bis-MPAp (12). Uma alternativa
para elucidar essa questdo seria através de estudos de liberagdo do GLC (16),
principalmente como a estrutura se comporta no pH do meio de cultura. Outra alternativa
seria analisar o material contido no sobrenadante da cultura por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE/HPLC) e comparar com os resultados de liberacdo que serdo obtidos,
dessa forma sera possivel observar como GLC (16) se encontrard: na forma liberada,
caracterizando uma latenciacdo ou na forma integra que caracterizaria um hibrido

molecular.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O planejamento dos dendrons de IBP, INH e, posteriormente, dendron misto
dirigido de 22 geracédo para tuberculose baseou-se nos estudos anteriores (BYRNES et al.,
2007; VILAPLANA et al., 2013; MORTENSEN et al., 2019), que citavam a utilizagdo do
IBP (5) em sinergia com farmacos de primeira linha no tratamento da tuberculose e nos
resultados demonstrados por Guzman e colaboradores (2013), que demonstraram a inibic&o
do crescimento in vitro da cepa Mth. A escolha pelo reposicionamento do IBP (5) para o
tratamento da tuberculose corrobora o perfil epidemiol6gico da doenca, uma vez que as
maiores taxas de incidéncia se localizam em regides subdesenvolvidas e em
desenvolvimento. O reposicionamento do IBP para tuberculose através de um sistema de
transporte dirigido ndo sé diminuiria o custo do desenvolvimento, mas, também, o tempo
de desenvolvimento, uma vez que tanto IBP quanto INH j& foram aprovados nos testes pré-

clinicos e clinicos.

Né&o foi possivel concluir todo planejamento sintético, principalmente devido aos
problemas gerados pela pandemia da COVID-19 além das dificuldades sintéticas
encontradas durante a sintese do dendron de INH, pela baixa solubilidade desse farmaco
em solventes organicos. A utilizacdo de DMF como solvente organico se mostrou
adequada, no entanto salienta-se a dificuldade de extracdo do produto formado neste meio,
bem como remocéo do solvente do meio reacional. Ainda assim, sugere-se que a remog¢ao
completa do DMF do meio reacional pode favorecer a obtencdo do dendron de INH, pois
dessa forma se estaria contornando o problema da solubilidade do reagente na metodologia
utilizando cloreto de oxalila. Outra possivel tentativa de obtencéo do dendron de INH seria

através da esterificacdo de Steglich, controlando o pH reacional para que ndo ocorra a
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formagdo do subproduto indesejado N-Aciliureia, como proposto por TSAKOS et

al.(2015).

A sintese do dendron de IBP protegido (16) se mostrou eficiente, quando efetuada
através do cloreto de IBP, utilizando o cloreto de oxalila como agente conversor. A mistura
de isbmeros no produto final (16) deixa como perspectiva a tentativa de separacdo desses
isbmeros através de purificacdo em coluna quiral do produto final ou através da separacdo
enantiomérica do reagente de partida, utilizando agente de derivatizacao quiral. Assim, sera

possivel construir uma relagdo entre isdmeros vs atividade bioldgica.

Salienta-se que este projeto é o primeiro trabalho na literatura que demonstrou
atividade inibitdria in vitro contra tuberculose utilizando estruturas dendriméricas ligadas
covalentemente a um composto bioativo, curiosamente o IBU. Os Unicos estudos que
utilizaram dendrimeros como transportadores de farmacos para TB (BELLINI, 2015;
KUMAR, 2006) foram através do encapsulamento da rifampicina como estratégia de
transporte. Apesar do bis-MPAp (12) ser um derivado do bis-MPA (6), a estrutura
protegida € comumente utilizada na construgdo de polimeros de bis-MPA. Entretanto,
apresenta-se nesta dissertagdo o primeiro relato da atividade anti-TB do bis-MPAp (12) em
sua forma ndo conjugada, uma vez que os trabalhos anteriores relatam atividade
antimicrobiana de polimeros derivados de bis-MPAp (CARLMARK et al., 2013), mas
nenhum deles utilizando apenas um bloco de bis-MPAp ndo conjugado. Ao confrontar os
dados da literatura, observou-se também que o IBP foi capaz de inibir o crescimento da
cepa Mtb H37Rv em concentragcdo menor do que observado por Guzman e colaboradores

(2013) (MICs024.4 + 1.5 pg/mL vs 75 mg/L).

O estudo feito por Guzman et al. relata a homologia de um dos alvos do IBP para o

Mtb, a fim de buscar um possivel mecanismo de inibi¢&o do crescimento do Mtb. Os autores
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relatam que um dos alvos do IBP no ser humano é a RHO-GTPase, e através de estudos de
homologia feitos pelo grupo, demonstrou-se a existéncia de um alvo homologo no Mtb,
denominado fator de iniciacdo 2 (IF-2). O IF-2 participa de uma etapa crucial na sintese
proteica do Mtb, sendo ele responsavel pelo reconhecimento e acomodacdo do fMet-
tRNA™® (residuo inicial da sintese proteica) na subunidade 30S do ribossomo e, também,
pela juncdo da subunidade ribossémica 30S a subunidade 50S, que resulta na formacao do
complexo de iniciacdo (IC70S). Este, apds a saida do IF-2 ira se maturar no complexo de
alongamento (EC70S) dando inicio a sintese proteica (KALEDHONKAR et al., 2019;
SPRINK et al., 2016). No entanto, existem poucos dados na literatura que corroboram a
inibicdo da RHO-GTPase pelo IBP, como sugerido por Guzman e colaboradores. Um dos
artigos encontrados relata a inibi¢do da expressao da ROCK1 (Rho-quinase) em ratos em
que o IBP foi administrado (PATEL et al., 2016). Portanto, ndo foi encontrado dado algum

na literatura que relate a inibicdo direta do IBP, apenas inibi¢cdo modular.

Frente a esse cenario, buscaram-se na literatura possiveis mecanismos pelo qual o
IBP exerce seu efeito anti-TB. Assim como Guzman et al., buscamos homologos de alvos
humanos do IBP no Mtb. Entre os alvos do IBP em humanos destaca-se a alfa-metilacil-
CoA racemase humana (hAMACR), enzima envolvida na biossintese dos acidos biliares,
através da conversdo dos produtos da biodegradacdo do colesterol (R)-estereoisdbmero em
(S)-estereoisdmero. Essa etapa é chave na producdo de acidos biliares, pois as oxidases
responsaveis pela B-oxidagdo da cadeia lateral do colesterol reconhecem apenas o substrato
na forma (S) (FERDINANDUSSE et al., 2000). A hAMACR também exerce o papel de
conversdao do (R)(-)-ibuprofeno (biologicamente inativo) na sua forma ativa (S)(+)-
ibuprofeno (FERDINANDUSSE et al., 2000). Ao buscar um alvo homélogo no Mtb,
através da ferramenta BLASTp (protein Basic Local Alignment Search Tool), foi visto que

0 Mtb possui também uma alfa-metilacil-CoA racemase (MAMACR), que possui 43% de
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identidade com a hAMACR. A mAMACR possui papel semelhante no Mtb, sendo
responsavel, também, por racemizar um substrato essencial no biocatabolismo de ésteres

do colesterol (SAKAI, et al., 2004; LU et al., 2015).

Ap0s buscas na literatura, encontraram-se dois grupos que relataram a sintese de
inibidores da MAMACR e hAMACR (YEVGLEVSKIS et al., 2018; PAL et al., 2016;
PAL et al., 2018). Curiosamente, 0s autores buscaram possiveis inibidores da hAMACR,
uma vez que existem estudos demonstrando que a superexpressao de hAMACR esta
relacionada a menor expectativa de vida em pacientes com cancer de préstata (KONG et
al., 2020; HE et al., 2018). Os autores utilizaram a estrutura cristalografada da mAMACR
(PDB:2GCE e 2G04) para o planejamento de possiveis inibidores da hAMACR. Um estudo
prévio realizado por Bhaumik (2007) utilizaram-se analogos do substrato da racemase para
visualizar os parametros de afinidade entre ligante e enzima. O (R,S)- ibuprofenoil-CoA,
que consiste na ligacdo covalente do ibuprofeno a estrutura da CoA, foi um dos analogos
propostos e cristalografados com o alvo (PDB: 2GCE) (Figura 1 dos anexos), que mostrou
afinidade com valores de Kq de 245 pM (BHAUMIK et al., 2007). Tanto Pal e
colaboradores (2016, 2018) quanto Yevglevskis, Petrova e colaboradores (2018, 2019)
utilizam analogos de IBP para avaliar a afinidade e inibicdo frente a hAMACR e
MAMACR. No teste de inibicdo da hAMACR realizado por Yevglevskis e colaboradores

(2018) o (R,S)-ibuprofenoil-CoA apresentou ICso de 540 nM.

Frente aos resultados de inibicdo obtidos por GLC (16) neste trabalho e a
“descoberta” de analogos de IBP que possuem alta afinidade pela racemase, hipotetiza-se
que a atividade anti-TB de 16 possa ocorrer devido a inibicdo da mAMACR. Entretanto,
algumas questfes ainda necessitam ser elucidadas. Abre-se como perspectiva final a
possibilidade do nosso composto 16 atuar como pro-farmaco reciproco, no qual o bis-

MPAp (12), que também mostrou atividade inibitoria de crescimento, transporta duas
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moleculas de IBP (5) para o interior do Mtb e também em macrdéfagos infectados. Outra
possibilidade, também, é a possivel obtencdo de 16 como hibrido molecular, caso a
atividade inibitdria seja em funcéo da estrutura integra de 16. Ensaios futuros de liberacao

poderdo elucidar essa questéo.

Por fim, ressalta-se que esse projeto de mestrado foi capaz de fornecer dados mais
concretos quanto ao reposicionamento do IBP como possivel farmaco anti-TB,
principalmente caso a inibi¢do ocorra através do processo de latenciacdo desse farmaco.
Uma das possibilidades pelo qual ndo ha estudos que utilizam o reposicionamento do IBP
para TB pode ser devido a baixa lipofilicidade apresentada pelo farmaco (logP: 3,97). Ao
se conjugarem duas méleculas de IBP (5) a um transportador de bis-MPA (12) originou-se
um possivel pro-farmaco reciproco, ou, mesmo, hibrido molecular, com maior
lipofilicidade (miLogP: 8,38), que pode ter facilitado a permeacédo do IBP no interior do
Mtb. Considera-se que os resultados obtidos neste trabalho poderdo contribuir para a
validacdo da mMAMACR como alvo de farmacos para TB e, também, para validacdo do

reposicionamento do IBP para TB.

Aspecto altamente promissor com relagéo ao dendron de IBP obtido neste trabalho
e a atividade antimicobacteriana observada, € o fato de se ter solicitado registro patente de

inovacdo, em tramitacdo, junto a AUSPIN — Agéncia USP de Inovacao.
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Figura 1 — Estereovista mostrando a sobreposic¢éo dos substratos (2S) (ciano) e (2R)
(magenta) -ibuprofenoil-CoA ligados no sitio ativo da mMAMACR (PDB 2GCE).


http://xlink.rsc.org/?pdb=2GCE
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