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RESUMO
PRIETO, D.C. Pré-farmacos dendriméricos potencialmente ativos em malaria e
tuberculose: sintese e avaliagao da atividade biolégica. 2020. 134p. Tese (Mestrado) —
Faculdade de ciéncias farmacéuticas, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo, 2020.

HIV/AIDS, tuberculose, malaria e as doengas tropicais negligenciadas
representam uma grande preocupag¢ao em Saude em muitas regides do mundo.
Os farmacos disponiveis para o tratamento apresentam diversos problemas, tais
como toxicidade e resisténcia ao parasita. Mesmo com esse triste panorama, o
investimento em pesquisa nessa area €, ainda, pouco significativo. Assim, dentre
os meétodos de modificacdo molecular para melhorar propriedades
farmacéuticas, farmacocinéticas e/ou farmacodinamica de compostos bioativos
destaca-se a latenciagdo. Ja os dendrimeros vém despertando interesse em
aplicacdes bioldgicas, principalmente como transportadores de farmacos, além
de atuarem como transportadores de genes, imagem em diagnostico e
compostos com acao per se. Face ao exposto e tendo em vista o carater
promissor dos dendrimeros como sistemas de drug delivery, o objetivo deste
trabalho foi a sintese de pré-farmacos dendriméricos potencialmente ativos em
malaria e tuberculose. Os dendrimeros de Bis-MPA (geragdes 0, 1 e 2) foram
sintetizados pelo grupo do Professor Scott Grayson, da Tulane University (EUA).
No Brasil, foram feitas as funcionalizacbes destes compostos, através do
acoplamento do acido succinico (que funciona como espacgante) e as moléculas
ativas. Selecionaram-se as seguintes substancias: (1) primaquina, com agao
antimalarica e (2) isoniazida, de agcdo nos primeiros estagios da tuberculose.
Foram sintetizados os pro-farmacos dendriméricos de isoniazida nas geragdes 0
e 1 (GO-lIso e G1-Iso), e primaquina nas geracdes 0, 1 e 2 (GO-Pq, G1-Pq e
G2Pq). Importante mencionar que os resultados de Ressonancia Magnética e
Nuclear de 'H e de '3C demostraram as obtengbes dos respectivos produtos,
porém contendo impurezas. Ja a analise do resultado proveniente da
espectrometria de massas do composto GO-Iso revelou a presenca de um
subproduto ciclizado da isonizaida succinoilada (Clso-Suc), o qual pode ser um
potencial pré-farmaco ou apresentar atividade per se. Como nao se conhece este
composto, o laboratério coordenado pela Profas Elizabeth Igne Ferreira e
Jeanine Giarolla manifestou interesse em pesquisa-lo, principalmente quanto
suas propriedades fisico- quimicas, bem como quanto a atividade bioldgica.
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Assim, utilizando metodologia analitica previamente estabelecida para o GO-Iso,
os estudos de estabilidade quimica da Clso-Suc, em diferentes valores de pH,
demonstraram a capacidade da forma ciclizada em se converter no protétipo Iso-
Suc, majoritariamente em pH 7,4 e 8,5. Como perspectivas, destaca-se a
avaliagdo da estabilidade enzimatica deste potencial derivado. Ressalta-se,
ainda, a a avaliacido da respectiva atividade antimicobacteriana. Em relacédo aos
pré-farmacos, as necessidades de aprimoramentos das sinteses sao, também,
evidenciadas. Uma vez sintetizados e caracterizados, estes ultimos derivados
serao avaliados quanto a atividade bioldgica. Ademais, estudos computacionais,
sobretudo simulagdes de docking molecular, foram desenvolvidos com intuito de
se entender o modo de interagao de alguns compostos com alvos bioldgicos preé-

determinados.

Palavras-chave: pro-farmacos, dendrimeros de Bis-MPA, malaria, tuberculose.



ABSTRACT

PRIETO, D.C. Dendrimeric prodrugs potentially active in malaria and tuberculosis:
Synthesis and evaluation of biological activity. 2020. 134p. Tese (Mestrado) —
Faculdade de ciéncias farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

HIV/AIDS, tuberculosis, malaria and neglected diseases are a major health concern in many
regions of the world. The drugs available present various problems, such as toxicity and
parasite resistance. Even with this sad outlook, research investment in this area is still
insignificant. Among the molecular modification methods to improve the pharmaceutical,
pharmacokinetic and/or pharmacodynamic properties we stands out prodrug design. On
the other hand, dendrimers are arousing interest in biological applications, mainly as drug
carriers, besides gene delivery, diagnostic imaging, as well as acting as compounds with
activity per se. Considering that, added to the promising dendrimer drug delivery features,
the aim of this study was to synthesize potentially active dendrimer prodrugs in malaria and
tuberculosis. Bis-MPA dendrimers (generations 0, 1 and 2) were synthesized by the group
of Professor Scott Grayson of Tulane University (USA). Herein in Brazil, the compounds
were functionalized by coupling succinic acid (spacer group), as well as the active
molecules. We selected the following substances: (1) primaquine, with antimalarial action
and (2) isoniazid, acting in the early stages of tuberculosis. Isoniazid dendrimer prodrugs
were synthesized generations 0 and 1 (G0O-Iso and G1-Iso), and primaquine in generations
0, 1 and 2 (G0-Pq, G1-Pq and G2-Pq). It is important to mention that the results related to
Nuclear and Magnetic Resonance 'H and '3C showed chemical structures features,
however with impurities. Analysis of the mass spectrometry regarding GO-Iso has revealed
the presence of a cyclized by-product of succinylated isonized (Clso-Suc), which may be a
potential prodrug or may presentactivity itself. Using the analytical methodology performed
for GO-Iso, ICso-Suc demonstrated its ability to convert the Iso-Suc prototype at different
pH values, especially at pH 7.4 and 8.5. As perspectives, we highlight the determinations of
the chemical stability of ICsoSuc at pH 1.5 and 6.0, as well as the evaluation of the
enzymatic stability. We will also investigate the respective antimicobacterial activities.
Regarding prodrugs, the needs for synthesis enhancements are also necessary. Once
synthesized and characterized, these latter derivatives will be evaluated for biological
activity. Moreover, computational studies, especially molecular docking simulations, were
developed in order to understand the mode of interaction of some compounds with

predetermined biological targets.
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Key-words: Prodrug design, Bis-MPA dendrimers, malaria, tuberculosis.
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1. INTRODUGAO

Malaria, HIV/AIDS e tuberculose fazem parte do grupo conhecido como
“trés grandes” doengas por causarem efeitos devastadores em paises pobres,
especialmente na Africa. Juntas foram responsaveis por mais de cinco milhdes
de mortes em 2007, o equivalente a 39% das mortes por doencgas infecciosas
(KEALEY, SMITH, 2010). Apesar de terem numeros de mortalidades
extremamente elevados, as “trés grandes” ndo sao consideradas negligenciadas.
Estas infec¢gdes contam com fundos humanitarios de doagéo de investimentos,
captando a maioria do aporte financeiro em pesquisas (MORAN et al., 2009;
GREENALL et al., 2017). Assim, possuem maiores incentivos monetarios em
relacdo as outras classificadas como negligenciadas, por exemplo, a
esquistossomose e a doenga de Chagas (MORAN et al., 2009).

Segundo dados dos relatérios anuais da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) a prevaléncia de tuberculose em 2018 foi entre 9,9 e 11,1 milhdes de
pessoas no mundo, com uma incidéncia média de 132/100 mil habitantes. Apesar
de ter casos relatados na Europa e na América do Norte, a maioria foi reportada
no sudeste asiatico (44%) e Africa (24%), aproximando, epidemiologicamente, a
tuberculose das doencgas negligenciadas. A Figura 1 ilustra a incidéncia global
de tuberculose no ano de 2018. No mesmo ano, a OMS registrou uma
mortalidade estimada de 1,2 milhdes de pessoas por tuberculose em pacientes
HIV-negativo (intervalo entre 1,1 e 1,3 milhdes). Desse numero de mortes, 82%
aconteceram nas mesmas regides onde a incidéncia € maior, ou seja, o sudeste
asiatico e a Africa (WHO, 2019), locais que, também, concentram as maires taxas

de tuberculose entre pacientes HIV-positivo.
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Figura 1. Incidéncia global de tuberculose para cada 100 mil habitantes em 2018 (WHO,
2019).

Ja para a malaria, foi registrado uma incidéncia de 219 milhées de casos
em 2017, com mortalidade de 435 mil pessoas (WHO, 2017). As regides
endémicas incluem parte da América do Sul, da América Central, grande parte
da Africa, da Asia e da Oceania (WHO, 2017). Como mostra a Figura 2, a doenca
acomete, principalmente, regides tropicais, onde o vetor, o mosquito Anopheles,

€ mais frequentemente encontrado.

1 ou mais casos em 2017 Pais livre de maldria desde 2000
Nenhum caso em 2017 Sem malaria

Nenhum caso nos ultimos N&o aplicado
3 anos

Figura 2. Incidéncia global de malaria em 2017 (WHO, 2018).
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Os poucos compostos disponiveis da terapéutica para estas infeccoes
apresentam problemas farmacocinéticos, sdo toxicos, pouco atrativos para a
aderéncia pelo paciente e existem relatos de resisténcia (RENSLO;
MCKERROW, 2006; ABDULLA et al., 2009; CROFT, 2016).

O desenvolvimento de novos farmacos, por sua vez, € um processo
extremamente complexo e caro. A busca de um lider, ou seja, uma molécula com
potencialidade para se tornar um farmaco, € demorada. Primeiramente, é
necessario determinar o tipo de estratégia de planejamento a ser utilizada, a
baseada no alvo, chamada de Structure Based Drug Design (SBDD), ou no
ligante Ligand Based Drug Design (LBDD) (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA,
2010). Aproximadamente 70% de compostos lideres falham nas primeiras etapas
de ensaios pré-clinicos, devido, principalmente, a toxicidade e problemas
farmacocinéticos (FAKUNLE; LORING, 2012). Neste sentido, métodos de
modificagdes moleculares podem uteis. Dentre estes métodos, destaca-se a
latenciacao, que foi proposta por Harpper em 1959 (CHUNG et al., 2005). Neste
processo, a molécula é transformada em sua forma inativa de transporte,
denominada pré-farmaco que, in vivo, € biotransformada em sua forma ativa.
Simplificadamente, os pro-farmacos podem ser divididos em duas classes, os
que estdo ligados a transportadores e os bioprecursores. Na primeira
classificagdo, a sintese pode ser feita reagindo o composto ativo com um
transportador, através de uma ligagao labil. O ideal é que os experimentos sejam
faceis e baratos. Ester é o grupo funcional mais utilizado na obtencéo de
préfarmacos, por ser facilmente hidrolisado por esterases plasmaticas. Dentre as
caracteristicas importantes do transportador tém-se: ndo ser imunogénico, deve
ser estavel e, quando desligado da forma ativa, ndo deve gerar metabdlitos
téxicos. Ja os bioprecursores necessitam ser metabolizados para terem acéo
biolégica (CHUNG et al, 2005; SILVA et al., 2005; ZAWILSKA, WOJCIESZAK,
OLEJNICZAK, 2013, HAMADA, 2017).

Como mecionado anteriormente, para que o farmaco/compostos ativo
tenha agéo € necessario que haja a liberagao do transportador. Assim, a predigéo
deste comportamento farmacocinético €é de suma importadncia no
desenvolvimento pré-clinico da forma latente. A hidrdlise acida ou basica, a qual
pode acontecer durante o transito no trato gastro-intestinal, pode ser responsavel

pela desmontagem do pro-farmaco. Ja a liberagdo do componente ativo por agéao
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enzimatica pode ocorrer pela agao de esterases e fosfatases plasmaticas. Assim,
em estudos de estabilidades quimicas, é importante que se escolha o pH
apropriado, o qual simula a condicéo fisiolégica (RAUTIO et al, 2008).

O planejamento de pro-farmacos almeja trés objetivos principais, os quais
estdo relacionados: (1) na fase farmacéutica, a forma latente pode melhorar
solubilidade, estabilidade quimica, propriedades organolépticas, entre outras; (2)
na fase farmacocinética, pode interferir, por exemplo, na absorgéo, meia-vida e
metabolismo de primeira passagem e (3) na fase farmacodinamica o pro-farmaco
pode aprimorar, de modo indireto, a interagdo do composto ativo com o alvo
molecular (MORI et al., 2017).

Na ultima década, os dendrimeros vém despertando interesse em diversas
aplicagcbes bioldgicas, por exemplo, como transportadores de farmacos,
transportadores de genes, imagem em diagnéstico e compostos com agao por
se (DIAS, A.P et al, 2020; ARAUJO, R.V et al, 2018). Segundo definicao de
Cheng e colaboradores (2008), dendrimeros sao macromoléculas artificiais
parecidas com arvores, com muitas ramificagdes, tamanho nanoscépico, as
quais ocupam o mesmo espago nas trés dimensdes, ja que séo sintetizadas a
partir do mesmo monémero (TOMALIA et al.,, 1985; CHENG et al., 2008). A
estrutura da molécula é dividida em trés regides distintas: um foco central,
camada de ligacdes repetidas partindo do centro e grupos funcionais na camada
externa das unidades repetidas (GRAYSON, FRECHET, 2001). A cada adic&o
de mondmero, o dendrimero aumenta uma geracédo e esse crescimento pode
acontecer de 2 até 32 geracdes. E possivel se ter precisdo de algumas de suas
propriedades, tais como tamanho, densidade, polaridade e flexibilidade. Além
disso, podem possuir uma cavidade interna, que possibilita 0 encapsulamento de
farmacos hidrofébicos (KESHARWANI; JAIN; JAIN, 2014).

O tamanho definido e a uniformidade estrutural garantem, de um modo
geral, que estes compostos tenham a habilidade de atravessar membranas
bioldgicas, escapando do metabolismo. Ao mesmo tempo, em drug delivery, sao
considerados transportadores relativamente seguros, com baixa citotoxicidade,
a qual estd relacionada com os grupos terminais. O dendrimero de
poliamidoamina (PAMAM), por exemplo, por ter superficie carregada
positivamente, pode provocar lise celular com dose dependente. Por outro lado,

compostos neutros tem esse efeito menos pronunciado. O mascaramento das
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aminas terminais com PEG, acetilagdes, carboidratos, aminoacidos, podem,
portanto, reduzir este efeito indesejavel (SADEKAR et al., 2013). Importante
mencionar que a adicdo de grupos espagantes, como por exemplo acido
succinico e acido maleico, podem ser uteis no planejamento deste ultimo
proposito. Tratam-se de diacidos com 4 carbonos, os quais, quando acoplados
aos dendrimeros, sdo passiveis de sofrerem a agdo de um nucleofilo, originado,
principalmente, ésteres ou amidas. Outra vantagem do uso dos espacantes é
diminuir o efeito estérico negativo que o dendrimero tem nas reagdes de
formacgao dos pré-farmacos e no acesso que as enzimas plasmaticas tem aos
pré-farmacos.

As sinteses de dendrimeros acontecem com reagentes que tenham dois ou
mais grupos eletrofilos e dois ou mais grupos nucleodfilos. Essas reagdes, como
apresentado na Figura 3, sdo classificadas, principalmente, como: (1)
convergentes, quando a sintese acontece da periferia em dire¢do ao nucleo ou
(2) divergentes quando a reacéo acontece do foco central em dire¢do ao grupo
terminal. As metodologias, muitas vezes, demandam a protegcédo e desprotecao
de grupos funcionais para que seja controlada, garantindo, assim, que as
geragbes dos dendrimeros cresgam como o esperado. Isso faz com que os
experimentos sejam, muitas vezes, trabalhosos e custosos, justificando, entéo, a
pouca disponibilidade de compostos comerciais (CHENG et al, 2008;
KESHARWANI, JAIN, JAIN, 2014; TWIBANIRE, GRINDLEY, 2014; SELIN et al.,

*— ¥

2016).
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Figura 3. Principais métodos de sintese dos dendrimeros: convergente e divergente
(traduzido de SATIJA et al., 2011).
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Malaria e tuberculose representam problemas emergentes em saude
publica, com indices epidemiologicos desastrosos em todo mundo,
especialmente em regides tropicias. Os farmacos disponiveis na terapéutica, por
sua vez, mostram-se téxicos e com eficdcia bastante discutida. Ja os
dendrimeros tém sido amplamente estudados como potenciais transportadores
de farmacos. Assim, tendo em vista a necessidade de descobertas de novos
compostos para o tratamento destas enfermidades, o objetivo deste trabalho foi
a sintese de pré-farmaco dendriméricos potencialmente ativos em malaria e
tuberculose, utilizando dendrimero de bis-MPA (Figura 4). Vale ressaltar que o
projeto teve a colaboracdo do Professor Scott Grayson, da Tulane University
(USA), responsavel por sintetizar os dendrimeros (geracdes 0, 1 e 2). No Brasil,
fizeram-se as funcionalizacbes dos dendrimeros com os compostos bioativos.
Utilizou-se o acido succinico como espagante e as ligagdes ésteres ou amidas
obtidas sdo passiveis de serem hidrolisadas no organismo.

Os farmacos escolhidos para a producédo das formas latentes foram: (1)
primaquina, com ac¢ao antimalarica (BAIRD et al., 2001) e (2) isoniazida que,
segundo dados publicados por Cattamanchi e colaboradores (2009),apresenta

agao nos primeiros estagios da tuberculose (CATTAMANCHI et al., 2009).

Figura 4. Pré-farmaco dendrimérico potencialmente ativo em tuberculose contendo
isoniazida. Fez-se esta representacdo esquematica com o dendrimero de geragao 0.

Caracterizaram-se o composto G0-Iso por Ressonancia Magnética e
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Nuclear (H e '3C) e por espectrometria de massas. Por este ultimo método de
caracterizagao estrutura, descobriu-se um intermediario de sintese, a isoniazida
succinoilada ciclizada (Clso-Suc) (Figura 5). Importante mencionar que este
composto ja foi descrito pelo grupo (RANDO, D.G et al, 2004), em um trabalho
com objetivo principal de sintetizar pro-farmacos de isoniazida usando quitosana
como transportador. Ressalta-se, entretanto, que a atividade biolégica deste
intermediario ciclico, bem como estudos de estabilidades quimica e enzimatica
nao foram investigadas, até o momento. Como s&do poucas as informacgdes
relacionadas com esta molécula, o laboratério coordenado pela Profas Elizabeth
Igne Ferreira e Jeanine Giarolla manifestou interesse em pesquisa-lo,
principalmente quanto suas propriedades fisico-quimicas, bem como quanto a
atividade biolégica. Por esta razdo, diante do insucesso de obtencdo de
profarmacos dendriméricos puros, investiu-se na compreensido do mecanismo
de hidrdlise da Clso-Suc. Desta maneira, , realizaram-se experimentos empH
1,2, 6,0, 7,4 e 8,5, mimetizando os fisiolégicos. Na tentativa de se avangar na
compreensao das propriedades deste intermediario, fizeram-se estudos in silico
para entender a sua interagdo com a catalase-peroxidase Katg. Em relagdo aos
estudos computacionais, avaliaram-se, também, os modos de interagcbes dos
pro-farmacos dendriméricos GO-Iso, G0-Pq, G1-lIso e G1-Pg com uma esterase
inespecifica utilizando a abordagem de docking molecular. O principal objetivo
destas simulagdes foi compreender a desmontagem da forma latente diante a

acao enzimatica no organismo.
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Figura 5. Representagdo esquematica do Clso-Suc.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL
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3.1.1. Reagentes e solventes
- Acetato de etila, 4gua, anidrido succinico, cloroférmio, dendrimeros de BISMPA
de geracgdes 1 e 2, diciloexilcarbodiimida (DCC), 1-etil-
3,3(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), dimetilaminopiridina (DMAP),
dimetilfromamida (DMF), etanol, isoniazida, metanol, piridina, pentaeritritol,

primaquina, tretraidrofurano (THF), trietilamina (TEA).

3.1.2. Equipamentos

- Agitadores magnéticos

- Aparelho digital Buchi M-565 para determinar faixa de fusao

- Camara de fotoestabilidade Farma 424 CF Nova Etica

- Cromatografia em Isolera Biotage

- Espectrofotobmetro FTIR Bomem MB 100

- Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear 300 MHz BRUKER, modelo
Advanced DPX-300

- Espectrofotdbmetro UV Beckam DU-70

- Rotaevaporador Buchi

3.1.3. Programas computacionas
Utilizaram-se para desenho das estruturas, visualizagcido, tratamento de

macromoléculas e simulag¢des de docking molecular, os seguintes programas:
- ChemBioDraw 17.0 (PerkinElmer)
- ChemBio 3D 17.0 (PerkinElmer)
- Chimera (Pettersen et al., 2004)
- Spartan (WaveFunction Inc)
- Discovery Studio 2019 (Accelrys Software Inc)
- Sybyl-X 2.0 (Tripos Inc)
- GOLD 4.1.2 (Verdonk et al., 2003)

3.2. METODOS SINTETICOS

3.2.1. Sintese do pro-farmaco succinoilado de isoniazida (Iso-Suc)
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(FENG et al, 2002)

Em um baldo de reagao, adicionaram-se 1,6 mmol de anidrido succinico
(0,160 g), 0,16 mmol de DMAP (0,020 g), 1 mmol de isoniazida (0,137 g) e 70
mL de acetato de etila. Manteve-se a a reacdo em temperatura ambiente e
agitagao constante por 18 horas. Apos esse periodo, rotaevaporou-se o solvente
e o produto foi purificado por precipitagdo em etanol. O esquema de reacao esta

ilustrado na Figura 4.

O
NH O H (0]
S B Of);o DMAP P Ny~ Hon
NI~ N' 2 H 0o
Figura 6. Sintese da Iso-suc.

3.2.2. Sintese do pro-farmaco succinoilado de primaquina (Pg-Suc)
(FENG et al, 2002)

Em um baldo de reagao, adicionaram-se 1,2 mmol de anidrido succinico
(0,120 g), 1 mmol de primaquina (0,259 g) e 70 mL de cloroférmio. Manteve-se a
reacdo em temperatura ambiente e agitagdo constante por 5 horas. Apds esse
periodo, rotaevaporou-se o solvente e o produto foi purificado por coluna

cromatografica automatica, com sistema eluente acetado de etila:metanol (7:3

v/v). O esquema de reagao esta ilustrado na Figura 5.

3.2.3. Formacao de cloreto de acido de isoniazida in situ e posterior
reagcado com dendrimero geragcao 0 (GO-lso) (CHAUDHARI,
AKAMANCHI, 1999)

Em um baldo de reacdo, adicionaram-se, primeiramente, 4,5 mmol de
succinil-isoniazida (1,060 g), 4,2 mmol de cloreto de oxalila (0,357 mL) e uma
gota de dimetilformamida (DMF) em 50 mL de acetonitrila. Apés o término da
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formacgao de bolhas, colocou-se 1 mmol de pentaeritritiol (GO) e 5 mmol de
trietilamina (TEA) (0,7 mL). Manteve-se a reacdo em refluxo de 65 °C e agitacao
constante por 24 horas. Apés esse periodo, rotaevaporou-se o conteudo do baléo
e a purificagdo foi feita por coluna cromatografica automatica com sistema

eluente acetado de etila:metanol (7:3 v/v). O esquema de reagao esta ilustrado

na Figura 6.

Figura 8. Esquema 1. Formacao do cloreto de acido de Iso-Suc. Esquema 2. reagao de
acoplamento do derivado cloreto de acido da Iso-Suc com o GO.

3.2.4. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de G0 contendo isoniazida
(GO0-Iso) (MOONEY et al, 2010)

Em um balédo de reagédo, adicionaram-se 1,5 mmol de Iso-suc (0,350 g),
1,5 mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de acetato de etila. Apés 5 minutos,
colocaram-se 0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos,
adicionou-se 0,5 mmol de pentaeritritol (0,068 g). Manteve-se a reagédo sob
agitacédo constante e temperatura ambiente por 3 dias, a qual foi acompanhada
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD). Apdés o término da reacéo,
reotaevaporou-se o conteudo do baldo e a purificacdo do produto foi feita por
coluna cromatografica automatizada usando o sistema eluente acetato de

etila:metanol (7:3 v/v). A reagao esta ilustrada na Figura 7.
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Figura 9. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de isoniazida geragao 0 (GO-lso).

3.2.5. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de G0 contendo
primaquina (G0-Pq) (MOONEY et al, 2010)

Em um bal&o de reagéo, adicionaram-se 2,5 mmol de Pg-suc (0,538 g), 1,5
mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de cloroférmio. Apds 5 minutos, adicionaramse
0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos, colocou-se 0,5 mmol
de pentaeritritol (0,068 g). Manteve-se a reagao sob agitacdo constante e
temperatura ambiente por 3 dias, a qual foi acompanhada por CCD. Apéds o
término da reacao, rotaevaporou-se o conteudo do baldo e a purificagdo do
produto foi feita por coluna cromatografica automatizada usando o sistema

eluente acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A reacao esta ilustrada na Figura 10.
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Figura 10. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de primaquina geracao 0 (G0-Pq).

3.2.6. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de G1 contendo
isoniazida (G1-Iso) (MOONEY et al, 2010)

Em um balédo de reacédo, adicionaram-se 2,5 mmol de Iso-suc (0,350 g),
1,5 mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de acetato de etila. Apés 5 minutos,
colocouse 0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos,
adicionaram-se 0,25 mmol do dendrimero de Bis-MPA geracdo 1 (0,150 g).
Manteve-se a reacao sob agitagao constante e temperatura ambiente por 3 dias,
a qual foi acompanhada por CCD. Apds o término da reacao, rotaevaporou-se o
conteudo do balédo e a purificagdo do produto foi feita por coluna cromatografica
automatizada usando o sistema eluente acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A

reacao € ilustrada na Figura 11.
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Figura 11. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de isoniazida geragao 1 (G1-Iso).

3.2.7. Sintese do pré-farmaco dendrimérico de G1 contendo
primaquina (G1-Pq) (MOONEY et al, 2010)

Em um balao de reagéao, adicionaram-se 2,5 mmol de Pg-suc (0,538 g), 1,5
mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de cloroférmio. Apds 5 minutos, adicionaramse
0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos, colocou-se 0,25 mmol
de dendrimero de Bis-MPA geragdo 1 (0,150 g). Manteve-se a reagdo sob
agitacao constante e temperatura ambiente por 3 dias, a qual foi acompanhada
por CCD. Apds o término da reacao, rotaevaporou-se o conteudo do balédo e a
purificagdo do produto foi feita por coluna cromatografica automatizada usando

o sistema eluente acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A reagéo esta ilustrada na
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Figura 12

Figura 12. Sintese do pro-farmaco dendrimérico de primaquina geracao 1 (G1-Pq).

3.2.8. Sintese do pro-farmaco Clso-Suc

Em um baldo de reagéo, adicionaram-se 1,0 mmol de Iso-Suc (0,237 g),
0,16 mmol de DMAP (0,020 g), 1 mmol de EDC (0,192 g) e 70 mL de acetato de
etila. Manteve-se a a reagao em temperatura ambiente e agitagao constante por
2 dias. Apos esse periodo, rotaevaporou-se o solvente e a purificagao do produto
foi feita por coluna cromatografica automatizada usando o sistema eluente

acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A reacao estd ilustrada na Figura 13.
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Figura 13. Sintese do pro-farmaco ciclizado de isoniazida (Clso-Suc).

3.3 ESTUDOS DE ESTABILIDADE QUIMICA DE Clso-Suc (NAJLAH et al,
2006)
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3.3.1 Desenvolvimento do método analitico

Como ponto de partida para o desenvolvimento do método de identificagao
e quantificagdo dos compostos com a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), foi utilizada, como referéncia, a metodologia descrita para a
isoniazida na Farmacopeia Brasileira — 5 Edicdo — Volume 2 (ANVISA, 2010),

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Metodologia farmacopeica e System Suitability para analise cromatografica
de isoniazida

Parametro Condicao
Detector UV-Vis
Coluna Octadecilsilano (5 pm) — 250 mm x 4,6 mm
Temperatura forno Ambiente
Fluxo de Fase Moével 1,5 mL/minuto
Fase Movel Tampao fosfato (pH 6,9) e metanol — 95:5
(V.v)
Volume de Injecéo 20 L
Pratos Teoricos >1800
Fator de Cauda <20
Fator de Retencéao >2.35

A partir dos resultados obtidos nestas analises, ajustaram-se os métodos
afim de otimiza-los, adequando-os aos compostos descritos na Figura 5,

conforme descrito na se¢ao “Resultados e Discussao”.

3.3.2. Estudo de estabilidade quimica

Os estudos de estabilidade quimica foram realizados com base na
metodologia empregada por Najlah e colaboradores (2006), onde a hidrdlise dos

derivados succinoilados foram feitas em pH 7,4 (tampao fosfato 0,02 M), pH 1,2
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(tampao de acido cloridrico 0,06 M), pH 6 (tamp&o acetato 0,26 M) e pH 8,5
(tampéo borato 0,05 M). A reagao iniciou com a adigdo de quantidade adequada
do composto a 5 mL de solugdo tampao pré-aquecida para chegar a
concentragéo final de 2 x 10® M. As solugdes foram mantidas a 37 °C. Em
intervalos de tempos mostrados na Tabela 2, amostras (50 uL) foram retiradas e
foram adicionandos 200 mL de solugdo metandlica de salicilato de sodio (1,25
mM). As amostras foram armazenadas a -20 °C até que fossem feitas as analises

em CLAE. Os parametros analiticos utilizados podem ser vistos na Tabela 1.

Tabela 2. Parametros analiticos para o ensaio de liberagao

Parametro Condigao
Detector UV-Vis a 261 nm
Coluna Octadecilsilano (5um) — 150mm x 4,6 mm
Temperatura forno 35°C
Fluxo de Fase Moével Fluxo

( mL/min
)
0, 5
0, 3

Fase Movel
Tampéao fosfato (pH 6,9) e metanol
(97,5:2,5, viv)

Volume de Injecéo 60 pL

Pratos Teoricos >1800

Fator de Cauda <2,0
Fator de Retencao >2,35
Tempo de Corrida 10 minutos
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Tabela 3. Relagdo entre o numero da amostra e o tempo de coleta.

Numero da Amostra Tempo de coleta
(horas)

TO 0

T1 0,2
T2 0,3
T3 0,5
T4 0,7
T5 0,8
T6 1

T7 1,5
T8 2

T9 25
T10 3

T11 21
T12 24

3.4. Estudos in silico

3.4.1. Simulagdes de docking molecular entre os pré-farmacos

dendriméricos e esterase inespecifica

Os modelos tridimensionais foram construidos no software ChemDraw
17.0 (PerkinElmer). Realizou-se a analise conformacional no programa Chem3D
17.0 (PerkinElmer), utilizando campo de forca MMFF94. Adicionou-se a carga
parcial AMBER no programa UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Em
seguida, a otimizagdo da geometria das estruturas, assim como a adi¢cdo de
carga por mecanica molecular (MMFF94) foram realizadas no programa Spartan
(WaveFunction Inc).
A esterase humana inespecifica selecionada foi a estrutura cristalizada de
carboxilesterase humana (complexada com coenzima A) disponivel no Protein

Data Bank (PDB) com codigo 2H7C e resolugdo de 2 A (YOUNG et al., 2018).
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Sabe-se que € uma serino-protease, cujo mecanismo se inicia pelo ataque
nucleofilico do oxigénio da hidroxila da Serina 221 a grupos passiveis desta agéo,
como exemplo, carbonila de éster/amida presentes no dendrimero. Utilizou-se
o sitio ativo formado com a triade catalitica Serina 221, Histidina 468 e Acido
Glutamico 354 tanto para o re-docking, quanto para o docking (BENCHARIT et
al., 2006).

Tratou-se a enzima selecionada no programa Sybyl-X 2.0 (Tripos Inc).
Utilizando-se a ferramenta de preparacao da estrutura polimérica, realizou-se a
minimizagcao da energia pelo método conjugate gradient. Utilizou-se o0 mesmo
programa para verificar e corrigir problemas nas estruturas dos dendrimeros,
como auséncia de atomos ou ligagdes, antes de iniciar o docking.

Primeiramente, realizou-se o re-docking no programa Gold 4.1.2 (Verdonk
et al., 2003) para definir a melhor fungao de score a ser aplicada. Utilizaram-se
as fungdes Astex Statistical Potential (ASP), cujo melhor resultado da-se pelo
menor valor, e ChemScore (fungdo que estima a mudanca de energia livre total
que ocorre durante a interagéo do ligante e do receptor, entdo, quanto maior seu
valor melhor é o resultado). Analisaram-se os dados no programa Discovery
Studio 2019 (Accelrys Software Inc), comparando as poses obtidas através de
diagrama 2D de interacdes entre o ligante e a enzima. A fungao cuja pose obteve
0 maior numero médio de interagdes foi selecionada para a realizagao do docking
com os compostos.

Realizaram-se as simulagdes de docking molecular, também, no Gold
4.1.2 (Verdonk et al, 2003), bem como no Autodock (Trott, Olson, 2010), ambos
em triplicata, totalizando 240 simulagdes. Foram mantidos os aminoacidos
Histidina 468, Serina 221 e Acido Glutamico 354 e as moléculas de agua com
distancia inferior a 4 A em relagdo ao oxigénio da hidroxila da Serina 221, as
quais participam do processo de catalise (BENCHARIT et al., 2006).

Analisaram-se os resultados de docking molecular do Gold (Verdonk et al,
2003) com base nos complexos enzima-pro-farmacos dendriméricos de melhor
Root Mean Square deviation (RMSd), score e de distancia igual ou inferior a 3 A
entre a carbonila dos ésteres e amidas das estruturas, distancia esta considerada
favoravel para ligacao de hidrogénio (JIANG, LAI, 2002).

Ja no AutoDock (Trott, Olson, 2010), foram gerados os arquivos para input

no AutoDockVina (Trott et al., 2010) utilizando: (1) as configuragbes padrées do
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programa; (2) o arquivo com o ligante e o com a proteina; (3) o arquivo dos
parametros contendo informagdes sobre a proteina e o ligante; (4) as dimensdes
da grid box e (5) sua localizagdo na enzima (coordenadas do gridcenter). O
AutoDock (Trott, Olson, 2010) utiliza Affinity como score e gera o préprio valor de
RMSd para possibilitar a analise dos resultados. Por fim, selecionaram-se os
melhores resultados com o auxilio do programa AutoDockVina (Trott et al., 2010),
utilizando como base os menores valores de energia no cluster. Para a
visualizagdo dos complexos enzima-ligante e para a determinagéo das distancias

das interagdes, utilizou-se o programa Discovery Studio 2019 (Accelrys Software

Inc).

3.4.2. Simulagoes de docking molecular entre a Clso-Suc e a catalase-

peroxidase

Do mesmo modo que o item anterior, os modelos tridimensionais foram
construidos no software ChemDraw 17.0 (PerkinElmer). A analise
conformacional foi realizada no programa Chem3D 17.0 (PerkinElmer), utilizando
campo de forca MMFF94. A carga parcial AMBER foi adicionada no programa
UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Em seguida, a otimizacdo da
geometria das estruturas assim como a adigdo de carga por método quantico
(Hartree-fock 6-31+G*) foram realizadas no programa Spartan (WaveFunction
Inc).

O cristal da catalase-peroxidase do Micobacterium tuberculosis com 0
grupo heme como cofator selecionado foi o da enzima selvagem disponivel no
PDB com cddigo 1SJ2, com resolucéo 2,4 A (BERTRAND et al, 2004). Tratouse
a enzima selecionada no programa Sybyl-X 2.0 (Tripos Inc). Utilizando-se a
ferramenta de preparacao da estrutura polimérica, realizou-se a minimizacao da
energia pelo método conjugate gradient. Utilizou-se 0 mesmo programa para
verificar e corrigir problemas nas estruturas dos ligantes, como auséncia de
atomos ou ligagdes, antes de iniciar as simulagdes de docking molecular.

Realizaram-se os calculos no Gold 4.1.2 (Verdonk et al, 2003). Nesse
programa, o docking foi feito apos a adi¢do de hidrogénio, em configuracdes
padroes e foi calculado em triplicata. Selecionou-se o atomo de ferro como

binding site por sua relevancia no mecanismo de agédo da enzima. Utilizaram-se
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as fungcbes ASP e ChemScore (fungdo que estima a mudancga de energia livre
total que ocorre durante a interagao do ligante e do receptor).

Analisaram-se os resultados resultantes do Gold (Verdonk et al, 2003) com
base nas interagdes dos ligantes com os aminoacidos, a) distancia média (em A)
em relagéo ao atomo de ferro do grupo heme e b) valores obtidos para os scores.
Para a visualizagdo dos complexos enzima-ligante e para a determinagao das
distdncias das interagdes, utilizou-se o programa Discovery Studio 2019
(Accelrys Software Inc).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. METODOLOGIA SINTETICA

4.1.1. Sintese dos derivados succinoilados de isoniazida e de

primaquina (Iso-Suc e Iso-Pq)

Nos resultados de Ressonancia Magnética e Nuclear (RMN) da Iso-Suc,
observaram-se deslocamentos quimicos nos espectros de 'H (Espectro 1) e de
13C (Espectro 2), quando comparados com os dados encontrados literatura
sobre a isoniazida (de ASSIS et al, 2012), os quais serao discutidos a seguir. O
primeiro deles foi o do sinal dos dois hidrogénios da amina primaria da hidrazida
(H4), o qual foi de 4,5 ppm (isoniazida) para 10,61 ppm (produto). Ja o segundo,
verificado no RMN de '3C, esta relacionado com o carbono da carbonila (C6), o
qual passou de 167,2 ppm (isoniazida) para 163,88 ppm (produto). Os sinais do
acido succinico também estiao presentes no RMN de 'H, com deslocamento
quimicos em 2,69 ppm (H2). Importante mencionar que as integrais estédo
ligeiramente diferentes do esperado, pois o sinal do solvente deuterado (DMSO)
também aparece nessa regido. Houve, também, alteragcdo deste ultimo sinal, o
qual deveria aparecer como dois tripletos, no entando, verifica-se um multipleto.
Observa-se a agua de DMSO em 3,30 ppm. Ja os carbonos do espacante
succinico também estdo no RMN de 'C. Os carbonos carbonilicos C1 e C3
estao, respectivamente, em 170,41 e 173,45 ppm. A diferenca se da pelo fato do
acido carboxilico estar mais blindado que a cetohidrazida, cuja ressonancia
deslocaliza seus elétrons. Observaram-se os carbonos centrais do &cido
succinico (C2) em 28,12 e 28,34 ppm.
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Espectro 1. RMN de 1H da Iso-Suc.

'H-RMN (DMSO), 300 MHz, U = ppm

H5: 10.61 (s, 1H), H4: 10.01 (s, 1H), H8: 8.74 (d, J = 5.6 Hz, 2H), H7: 7.75 (d, J = 5.7 Hz,
2H), H2: 2.76 — 2.62 (m, 4H).
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Espectro 2. RMN de 13C da Iso-Suc.

3C-RMN (DMSO), 75 MHz, U = ppm

C3:173.45, C1-170.41, C6: 163.86, C8: 150.34, C9: 139.48, C7: 121.26, C2:
28.74, C2: 28.12.

Os espectros no infravermelho (V) ajudam a caracterizar compostos, uma
vez que demonstram estiramentos e deformagbdes de grupos funcionais
caracteristicos de cada molécula (SILVERSTEIN, 2006). A analise do espectro

no IV indicou, igualmente, a formacado do produto Iso-suc, com as bandas
caracteristicas em 1705 cm™' (A c=o0 axial de acido carboxilico) e em 1604 cm-"

relacionado com A c=o da hidrazida (Espectro 3).
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Espectro 3. Espectro no IV (A, KBr, cm-1) da Iso-Suc.

Na sintese do derivado succinoilado de primaquina, ndo houve a
necessidade de utilizar catalisador, uma vez que a amina primaria da primaquina
€ um bom nucledfilo para atacar diretamente uma das carbonilas do anidrido
succinico para formar o produto em até 5 horas Assim, alguns deslocamentos
quimicos no RMN de 'H e '3C (Espectro 4 e Espectro 5), quando comparados
com o padrao primaquina (Espectro I, Anexo 1), indicaram a formagéo do produto
de interesse. No RMN de 'H, por exemplo, os sinais dos hidrogénios da amina
primaria (H16) deslocam de 1,50 ppm (primaquina) para 7,30 ppm (produto). Os
hidrogénios do carbono ligado a amina primaria (H11), por sua vez, deslocam de
2,6 ppm (primaquina) para 3,16 ppm (produto). No '3C RMN, o sinal do carbono
ligado a amina primaria (C11) deslocou de 42 ppm (primaquina) para 39 ppm
apo6s a formagédo da amida. Os sinais do acido succinico também sugeriram a
formacdo do derivado. No RMN de 'H, ha o sinal em 2,66 ppm referente aos
hidrogénios H21 e H22, porém, como na mesma regido ha o sinal do H1, as
integrais, quando somadas, resultaram em 5 hidrogénios. O residuo do solvente

deuterado (CDCI3) apareceu em 7,30 ppm junto com o H16, o que modificou a
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respectiva integral e distorceu a multiplicidade deste sinal. No RMN de '3C, os
sinais em 174,95 ppm, referente ao C22, e o em 172,58 ppm, do C19, sugerem
o acoplamento do acido succinco, com formagao do acido carboxilico e da amida.
Ademais, os sinais em 29,67 e 31,75 ppm (C20 e C21) também reforcam a
possivel obtencao deste pré-farmaco. Vale ressaltar que os sinais em 4,09 ppm
e 1,97 ppm (espectro de 1H) sdo residuos de acetato de etila utilizado no

processo de purificagao.
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Espectro 4. RMN de 1H do produto Pg-Suc.

"H-RMN (CDCls), 300 MHz, O = ppm

H14: 8.49 (d, J = 3.0 Hz, 1H), H13: 7.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H), H16 e H17: 7.46 — 7.16 (m,
2H), H6 e H12: 6.28 (d, J = 14.3 Hz, 2H), HO: 5.99 (s, 1H), H18: 3.81 (d, J = 9.3 Hz, 3H),
H11: 3.22 (s, 2H), H21 e H22: 2.62 (dd, J = 13.4, 7.0 Hz, 4H), H1: 2.39 (d, J = 6.0 Hz,
1H), H3 e H7: 1.60 (s, 4H), H4: 1.19 (dd, J = 10.0, 4.3 Hz, 3H).
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Espectro 5. RMN de 13C do produto Pg-Suc.

3C-RMN (CDCls), 75 MHz, U = ppm

C24:174.95, C22: 172.58, C10: 159.51, C14: 144.77, C2: 144.03, C13: 135.98, C5:
134.67, C8: 130.40, C13: 121.80, C6: 97.90, C12: 92.23, C18: 55.27, C1: 48.10, C11:
39.22, C3: 34.26, C21: 31.75, C20: 29.67, C7: 26.70, C4: 20.56.

4.1.2. Sintese dos pré-farmacos dendriméricos de geragao 0 (GOlso
e G0-Pq)

Para a sintese dos dendrimeros de geragao 0 (G0-Iso e G0-Pq), utilizouse
a esterificacado de Steglich, a qual contém um agente condensante, geralmente

dicicloexilcarbodiimida (DCC), além de um catalisador basico, o
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4dimetilaminopiridina (DMAP), por exemplo. Nas reagdes com DCC e DMAP, ha
um primeiro ataque no DCC pela carbonila do acido (previamente desprotonada
pelo nitrogénio do DCC), que é, entao, substituido, em um segundo ataque, pelo
DMAP. Apds o acoplamento com o DMAP, ha a liberagdo de dicicloexilureia
(DCU) , subproduto caracteristico da reagdo. Assim, forma-se um intermediario
com carga positiva e excelente grupo de saida, facilitando o ataque nucleofilico
do alcool. Este mecanismo de reacgao ¢ ilustrado na Figura 17 (NEISES et al,
1979).

Figura 14. Mecanismo de reagéo das reagdes com o agente condensante DCC (NEISES
et al, 1979).

A remocgao do DCU nao é uma tarefa simples. Nao se conseguiu retirar
esse subproduto em nenhum dos compostos sintetizados por este método. O
Espectro 6, por exemplo, demonstra este resultado. Neste, € possivel verificar
0s sinais caracteristicos desta impureza na regido entre 1 e 1,5 ppm.

Tentaramse, assim, outros métodos para a sintese dos produtos aqui planejados.
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Espectro 6. RMN de 1H do produto GO-Pg. Observam-se os sinais caracteristicos do
DCU na regiao entre 1-1,5 ppm.

Uma tentativa de formacao de GO-lso, sem a utilizacao de DCC, foi a
formacéo de cloreto de acido in situ a partir da Iso-suc para, posteriormente,
reagir com o GO0. Essa reagdo aconteceu usando cloreto de oxalila, que é,
inicialmente, atacado pelo oxigénio da carbonila do DMF e, apds uma série de
rearranjos, ha um ataque de um anion CI- e a liberagao de HCI e CO2. A Figura
18 ilustra o mecanismo (CHAUDHARI, AKAMANCHI, 1999).
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Figura 15. Mecanismo de reacao de formacao de cloreto de acido utilizando cloreto de
oxalila (CHAUDHARI, AKAMANCHI, 1999)

A reacgao nao foi bem-sucedida. Apds o procedimento de purificagcdo em
coluna cromatografica, ndo houve o aparecimento de algum sinal na CCD. Isso
possivelmente aconteceu devido a presenga de agua no solvente e/ou na base
utilizada na reagao. Haveria, portanto, a necessidade de destilacbes e processos
de secagem de todos os reagentes para se alcangar sucesso por este método.

Na tentativa de evitar a formagao de DCU, substituiu-se o DCC por outro
agente condensante, o 1-etil-3,3-(dimetiaminopropil)carbodiimida (EDC). O
mecanismo da reagdo € o0 mesmo, porém, o subproduto formado é o
1(3(dimetilamino)-propil-3-metilureia (EDU), como ilutrado na Figura 19. Este
composto é retirado de modo mais facil, uma vez que, na silica da coluna
cromatografica, a amina terciaria € protonada e fica retida na fase estacionaria
(MOONEY et al, 2010).

I

H H |
NN AN » /N\[rN\/\/N\
EDC O Epu
Figura 16. Esquema simplificado da transformagao de EDC em EDU nas reagdes de

esterificagao.
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Nos espectros de RMN de 'H (Espectro 10) e '3C (Espectro 11) do GOPq,
ha os sinais caracteristicos ja discutidos da Pq-Suc em 3,18 ppm (H13), 2,55 ppm
(H16) e 2,33 ppm (H17). Ja no RMN de '3C, observaram-se 28,69 ppm (C17),
30,10 ppm (C16) e 38,55 (C13). Os sinais a mais caracteristicos deste pro-
farmaco sao os dos hidrogénios e carbonos do pentaeritritol. No RMN de 'H, ha
os sinais em 3,93 ppm (H19) para os grupos substituidos e 3,54 (H19*) para os
nao substituidos. No RMN de '3C, ha o sinal em 59,65 ppm referente ao C19.
Vale ressaltar que o sinal dos trés hidrogénios H21 da primaquina deslocam para
a mesma regido do H19 do pentaeritritol, aumentando o tamanho do sinal e sua
integral. O RMN de '"H mostra, também, que ainda ha tragos de acetato de etila
utilizado na purificagdo, sendo que os sinais de seus hidrogénios apareceram em
4,08, 1,96 e 1,18 ppm. Este ultimo esta na mesma regido do H10, o que pode

modificar a sua integral.

47



Espectro 7. Espectro de RMN de 1H do produto GO-Pq.

'H-RMN (CDCl3), 300 MHz, O = ppm

H3: 8.69 — 8.27 (m, 1H), H1: 7.84 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 1H), H12 e H14: 7.35 — 7.07 (m, 2H), H6 e
H7: 6.47 — 6.05 (m, 2H), H8: 5.71 (s, 1H), H19 e H21: 4.02 — 3.66 (m, 5H), H19*: 3.54 (s, 1H), H13:
3.45 —2.93 (m, 2H), H16 e HY: 2.65 — 2.46 (m, 3H), H17: 2.44 — 2.22 (m, 2H), H11 e H12:

1.61 (t, J = 11.1 Hz, 4H), H10: 1.45 — 0.93 (m, 3H).
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Espectro 8. RMN de 13C do produto G0O-Pq.

3C-RMN (CDCI3), 75 MHz, U = ppm

C18:172.05, C15: 170.44, C23: 158.48, C3: 143.95, C22: 143.32, C1: 134.38, C4: 133.81, C5:

128.94, C2: 120.85, C7: 95.84, C6: 90.77, C19: 59.65, C21: 54.20, C9: 46.87, C13: 38.55, C11:
32.96, C17: 30.10, C16: 28.69, C12: 25.26, C10: 19.58.
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No IV do produto G0-Pqg, assim como no do GO-lso, destacam-se as
bandas 1731 e 1651 cm™ que correspondem, respectivamente, aos estiramentos
de grupos éster e amida. A banda em 2932 cm-', por sua vez, pode ser da amina
secundaria presente na estrutura da primaquina. Ja a auséncia de um sinal muito
pronunciado em 3362 cm' pode representar a presenga de poucas hidroxilas

livres. A Espectro 12 ilustra o espectro de IV do G0-Pq.
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Espectro 9. Espectro no infravermelho do produto G0-Pq.

Nos espectros de RMN de 'H (Espectro 7) e '3C (Espectro 8) do GO-Iso,
além dos sinais da Iso-Suc em 8,66 ppm (H1 e H3), 7,75 ppm (H9) e 2,79 ppm
(H10), é possivel notar a presenga dos hidrogénios do pentaeritritol. No GO, ha
um carbono quaternario (C13) vinculado a quatro grupos hidroximetil (C12). No
RMN de "H do pentaeritritol (Espectos Il e lll, Anexo 1), ha, somente, dois sinais:
um singleto em 3,39 ppm, correspondendo aos hidrogénios do grupo metila (H12)
e um sinal largo em 4,24 ppm, relacionado com os hidrogénios das hidroxilas. No
RMN de 'C, por sua vez, apareceram dois sinais: um em 63,3 ppm,
correspondente aos carbonos do grupo hidroximetil (C12) e outro em 48,2 ppm,
relativo ao carbono central (C13). Esse ultimo pode nao aparecer em alguns
espectros, uma vez que carbonos quaternarios demandam mais tempo de
analise, ou necessitam de aparelhos com uma frequéncia de campo maior
(SILVERSTEIN, 2006). No Go-Iso, os sinais de H12 do GO apareceram, no RMN
de 'H, em 4,70 ppm. Ja no RMN de '3C, os sinais de C12 foram vistos em 63,39

ppm. Vale destacar que ha a presenca de um pequeno sinal em 3,22 ppm
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(espectro de 'H), que corresponde ao H12 que ndo foi substituido, chamado

entao de H12*.
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Espectro 10. RMN de 1H do produto GO-Iso.

'"H-RMN (MeOD), 300 MHz, O = ppm

H1 e H3: 8.64 (dd, J= 16.8, 6.0 Hz, 2H), H2 e H4: 7.93 — 7.39 (m, 2H), H12: 4.70 (s, 2H),
H12*: 4.14 (s, 1H), H12: 3.77 — 3.34 (m, 2H), H9 e H10: 2.89 — 2.31 (m, 4H).
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Espectro 11. RMN de 13C do produto GO-Iso.

3C-RMN (MeOD), 75 MHz, U = ppm

C8 e C11: 175.66, C5: 166.24, C1 e C3: 151.35, C14: 140.78, C2 e C4: 123.14, C12:
63.39, C9 e C10: 27.60 (s).

No IV do GO0-iso (Espectro 9), destacam-se as bandas em 1723 e 1685
cm™' representando os estiramentos de carbonila de éster e de amida,
respectivamente. E importante destacar que a banda em 3279 cm', que
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representa as hidroxilas livres, foi bem pequena, indicando que a maioria destes
grupos funcionais foi substituida.
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Espectro 12. Espectro no infravermelho do produto GO-Iso.

Na analise do resultado proveniente da Cromatografia Liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) do GO-Iso mostrou que, no picos de menor
intensidade entre 4,5 minutos e 4,8 minutos e no de 8,1 minutos, houve a
formacgao majoritariamente do produto monosubstituido (M+H* = 238,5), ou seja,
das quatro hidroxilas livres presentes no pentaeritritol, uma foi substituida. Ha
alguns sinais das outras substitui¢des, porém com muito menos intensidade do

que a monosubstituida.
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Figura 17. LC-MS de GO-Iso impuro. Condi¢des de analise: Condi¢cdes de analise no
LC: solvente A (0,1% Acido Férmico/Tampao fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol).
Proporcéao de solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por
10 minutos. Condicbes de analise no MS: voltagem no capilar (4500 V) e temperatura
(325 °C), 20 O de amostra.

Importante mencionar, ainda, que o o resultado de LC-MS revelou um
componente importante [M+H+] = 220,02, eluido em 12,8 minutos , que nao é

compativel com nenhum reagente ou dendrimero substituido.
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Figura 18. Composto do pico majoritario do LC-MS .Condigbes de analise: Condigdes
de analise no LC: solvente A (0,1% Acido Férmico/Tampao fosfato pH 6,9, v/v); solvente
B (Metanol). Proporgéo de solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a
1,3 mL/min por 10 minutos. Condi¢cdes de analise no MS: voltagem no capilar (4500 V)
e temperatura (325 °C), 20 D de amostra.

Ademais, o Rfdeste produto em CCD (valor de 0,65 em fase movel Acetato
de Etila:Metanol (8:2), v/v) indicava a formacdo de um sub-produto.
Considerando a estrutura quimica da Iso-Suc, possivelmente, ocorreu um ataque
nucleofilico intramolecular dos nitrogénios da hidrazona ao acido carboxilico livre.
Esse ataque resultaria em um subproduto ciclizado de 5 ou 6 membros (Figura
22). Tanto o subproduto de 5 membros, quanto o de 6, tem uma [M+H+] de 220
g/mol e o logP, quando comparado aos reagentes, corroboram com os dados
encontrados na CCD. Todas estas informagdes estdo descritas na Figura 23,
que mostra o valor de logP muito similar das duas moléculas, o que indica

dificuldade de separa-las na cromatografia.

Figura 19. Estruturas quimicas e algumas das propriedades da Clso-Suc de 6 e 5
membros.

Figura 20. LogP da Clso-Suc de 6 membros (esqueda) e 5 membros (direita).

Afim de tentar entender o mecanismo de reacao relacionad com a formacéao

desses subprodutos, foram feitos experimentos trocando as condicdes
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reacionais. Devido ao fato de serem nitrogénios provenientes de amidas, o
ataque intramolecular do nitrogénio na carbonila so poderia ser favorecido frente
ao ataque das hidroxilas livres do pentaritritol, caso os nitrogénios da hidrazona
fossem desprotonados, ganhando assim uma carga negativa. Assim, esses
nitrogénios seriam mais eletronegativos do que as hidroxilas, favorecendo o seu
ataque. Essa carga entao poderia reagir com o acido carboxilico. Ao retirar o
proton o ataque poderia ocorrer vindo do nitrogénio mais proximo ao anel
aromatico, formando o ciclizado de 6 membros. Esse ataque também pode
ocorrer vindo do nitrogénio mais proximo ao acido succinico, formando assim o
derivado de 5 membros. O mecanismo proposto esta exposto na Figura 24.
(CLAYDEN, et al, 2012)

Figura 21. Mecanismo proposto de formagao da Clso-Suc.

O valor de pKa dos hidrogénios acoplados aos nitrogénios da Iso-Suc séo
de 9,04 e 11,46, assim, na presenga de EDC com a sua amina terciaria e o DMAP
que € uma base organica, seria possivel a desprotonagao de algum desses
nitrogénios. Com isso, foi testado uma reagdo utilizando DCC e
hidroxibenzotrazol (HOBT), ambos n&o contém nenhum grupo que seja capaz de
retirar os prétons, e ndo houve sinal de formacdo de Clso-Suc, o que é um
indicativo de que o mecanismo proposto esta correto.

Os RMN’s de 'H e '3C das formas cilcizadas sdo muito similares aos
encontrados para a Iso-Suc, havendo sinais nas mesmas regides, com 0s iguais
valores das integrais. Ademais, por técnicas de RMN, é muito dificil diferenciar
qual dos produtos ciclizados foi formado, ou seja, com 5 ou o de 6 membros
(SILVERSTEIN, 2006). Como apresentado no Espectro 13 (RMN de 'H), foram

observados sinais dos hidrogénios do anel aromatico entre 7 e 9 ppm, bem como
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os hidrogénios ligados aos carbonos do acido succinico estdo entre 2,5 e 3 ppm.

Do mesmo modo, o RMN de '3C (Espectro 14) é bem semelhante ao da IsoSuc.

Importante ressaltar que para Clso-Suc, de 5 ou 6 membros, verificaramse que

os carbonos 11 e 14 apareceream em um unico sinal com deslocamento quimico

de 174,01 ppm. Por ser uma banda so, ela pode indicar que a ligagéo formada é

simétrica, situagcado que ocorre no no anel de 5 membros (CLAYDEN et al, 2012).

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 : 3
f1 (pom)

Espectro 13. Espectro de 1TH RMN do produto Clso-Suc
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'H-RMN (DMS0-D6), 300 MHz, U = ppm

H8 ou 10: 11.41 (s, 1H); H1 e H3 8.83 (d, J = 4.3 Hz, 2H); H4 e H6: 7.82 (d, J =

4.3 Hz, 2H); H13 e H14: 2.88 (s, 4H).
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Espectro 14. Espetro de 13C RMN do produto Clso-Suc.

3C-RMN (DMSO), 75 MHz, U = ppm

C11 e C14:174.01, C7: 167.49, C3 e C1: 150.63, C5: 138.05, C4 e C6: 121.37,
C12 e C13: 26.37.

4.1.3. Sintese dos pré-farmacos dendriméricos de geragao 1 (G1lso
e G1-Pq)
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O dendrimero de geragdo 1 (G1) é o pentaeritritol esterificado nas
hidroxilas por quatro moléculas de Bis-MPA, totalizando 8 hidroxilas livres
(Figura 25).

Figura 22. Dendrimero de Bis-MPA de geragao 1.
Os experimentos com os dendrimeros de primeira geragéo utilizaram a

mesma metodologia dos com geragao 0, ou seja, reagdes de acoplamentos com
0 agente condensante EDC e a base DMAP. Estes seguem, portanto, 0 mesmo
mecanismo reacional, ilustrado na Figura 17. Importante mencionar, entretanto,
que as diferengas principais entre as metodologias envolvendo GO e G1 foram a
proporgao estequiométrica dos reagentes e o tempo de reacdo. Os métodos com
geracao 0 duravam, no maximo 3 dias. O aumento do numero de hidroxilas do

GO para o G1 justifica a necessidade de aumentar o tempo de reagéo.

No RMN de 'H do material de partida (G1) (Espectro IV, anexo |), além
dos sinais em 3,87 ppm do pentaeritritol (H12), ha o sinal em 3,12 ppm (H11), o
qual esta relacionado com os H11. Existe, também, um em 1,19 ppm (H10)
correspondente a metila do Bis-MPA. Ja no RMN de '3C, o principal carbono é o
ligado a hidroxila (C11), que apareceu em 63,77 ppm (Espectro V, Anexo |). Em
G1-Iso, por sua vez, observou-se um sinal em 4,70 ppm (H11), o qual teve um
deslocamento de quase 0,8 ppm, quando comparado ao mesmo atomo do
material de partida. Em 4,12 ppm apareceu um sinal que pode corresponder aos
hidrogénios do derivado ndo substituido (H11*). J& no No RMN de '3C nao foi
possivel notar a diferenga entre substituido e nao substituido, sendo que o C11

apareceu em 66,01 ppm.
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Espectro 15. RMN de 1H do produto G1-Iso.

'H-RMN (MeOD), 300 MHz, U = ppm

H8: 8.64 (dd, J = 16.8, 6.0 Hz, 2H), H7: 7.93 — 7.39 (m, 2H), H11: 4.70 (s, 12H), H11*:
4.14 (s, 1H), H12: 3.77 — 3.34 (m, 2H), H2: 2.89 — 2.31 (m, 4H), H10: 1.13 (d, J = 33.3 Hz,

2H).
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3C-RMN (MeOD), 75 MHz, U = ppm

C3:176.07, C1: 175.88, C14: 175.69, C6: 166.26, C8: 151.22, C9: 140.79, C7: 123.16,
C11:66.01, C12: 63.05, C2: 29.80, C2": 29.43, C10: 17.33.

No pré-farmaco dendrimérico de G1 funcionalizado com primaquina
(G1Pq), foi possivel visualizar os sinais do dendrimero (H26 e H29) em 4,07 e

3,92 ppm, respectivamente, porém esse Uultimo apareceu com mesmo
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deslocamento quimico do H18 da primaquina, em 3,92 ppm (Espectro 17). Esta
regido ficou, entdo, de dificil interpretagéo e as integrais ndo se mostraram como
esperado. O sinal em 3,55 ppm € do derivado nao substituido, por isso, recebeu
a denominacao de H26* para esta diferenciacdo. Todos os outros sinais, tanto
da primaquina, quanto do espacgante, estdo de acordo com o que ja foi discutido
anteriormente. Além disso, vale destacar que ha tracos de de acetato de etila
utilizado na purificagdo, com os sinais em 1,18, 1,96 e 4,07 ppm. O primeiro e o
ultimo foram vistos nas mesmas regides do produto desejado, o que pode
explicar a variagao no valor da integral. No RMN de '3C é possivel destacar o
sinal em 59,65 ppm e 59,37 ppm referente ao C26 e C29 do dendrimero, além
dos sinais 170,46 ppm e 172,06 ppm referentes aos carbonos de éster (C26 e
C29) e de amida (C19).
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Espectro 17. RMN de 1H do produto G1-Pq.

'H-RMN (CDCls), 300 MHz, 0 = ppm

H14: 8.45 (dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 1H), H13: 7.84 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 1H), H16 e H17:
7.34 —7.03 (m, 2H), H6 e H12: 6.23 (dd, J = 16.2, 2.4 Hz, 2H), H14: 5.73 (s, 1H), H26
4.42 — 4.05 (m, 2H), H18 e H29 : 4.05 — 3.80 (m, 5H), H26*: 3.55 (d, J = 6.0 Hz, 1H),

H11: 3.54 — 2.82 (m, 2H), H20 e H21: 2.45 (dt, J = 66.3, 6.8 Hz, 4H), H3 e H7: 1.77 —
1.50 (m, 4H), H4: 1.50 — 1.10 (m, 3H).
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Espectro 18. RMN de 13C do produto G1-Pq.

3C-RMN (CDCls), 75 MHz, U = ppm




C28: 172.06, C19 e C22: 170.46, C10: 158.48, C14: 143.95, C2: 143.30, C5: 134.34,
C13: 133.83, C8: 128.94, C17: 120.84, C6: 95.85, C12: 90.77, C29: 59.65, C26: 59.37,
C18: 54.20, C1 46.86, C11: 38.55, C3: 32.95, C21: 30.10, C20: 28.69, C7: 25.25, C4:

19.58, C27: 13.14.

4.2. ESTUDOS IN SILICO

Os estudos computacionais foram feitos em colaboracdo com aluna de

Iniciagédo Cientifica Sophia Mikiko.

4.21.

dendriméricos e esterase inespecifica

Nesta etapa do projeto, pretendeu-se avaliar, com a estratégia de docking

molecular, as interacdes entre os dendrimeros G0-Iso e G0-Pq, bem como G1lso

e G1-Pq e a butirilcolinesterase, esterase inespecifica capaz de clivar ligagbes

ésteres/amidas no organismo humano (STOK et al., 2004). Estes resultados

serdo Uteis, portanto, para a previsao da hidrolise destes compostos in vitro.

Ressaltam-se que as carbonilas de interesse foram nomeadas como C1 (do

dendrimero G1 ou proxima ao dendrimero G0) e C2 (préximas aos farmacos no

dendrimero G0) e C3 (préximas aos farmacos no dendrimero G1).

@ D ko

RO

a) b)

ou

Figura 23. Pro-farmacos dendriméricos potencialmente ativos em malaria ou
tuberculose. Representaram-se as geracdes 0 (esquema 1) e 1
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(esquema 2).
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Destacaram-se nos quadrados: a) isoniazida succinoilada e b) primaquina succinoilada.
As carbonilas de interesse estao realgadas em vermelho e verde na figura.

4.2.2. Re-docking no programa GOLD (Verdonk et al, 2003)

Nas simulagbes de re-docking, compararam-se as interagbes do
liganteproteina resultantes dos calculos com as provenientes dos dados de
cristalografia. Como resultado, selecionou-se a fungdo ASP devido a maior média
de interacdes entre o ligante e a proteina, quando comparados com o padrao
proveniente do PDB. Escolheu-se, entdo, a pose com maior numero destas
interacdes. Mesmo ocupando o quinto lugar no ranking de score, definiuse o

conférmero 4 como melhor resultado (Quadro 1), visualizado na Figura 27.

Figura 24. Conférmero 4 do re-docking do ligante na enzima 2H7C.
Sabe-se que o valor desejavel para Root Mean Square Deviation (RMSd),

0 qual compara a similaridade entre a disposicao dos atomos no espago do
modelo gerado com os da estrutura referéncia, € em torno de 1,5 A (MAIOROV

& CRIPPEN,1994). Nao se observou valores proximos a 1,5 A nas fungdes de
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score utilizadas, uma vez que se tratam de ligantes peptidicos, com alta
flexibilidade das ligagbes quimicas (YAN, ZHANG & HUANG, 2017).

Tabela 4. Resultados obtidos no re-docking realizados programa GOLD (Verdonk et al,
2003)

Numero médio Interagdes comuns | Ranking no RMSd (A)
Score de Conformero | €M relacédo ao ligante score
cristalografado
interacoes
com a
esterase
1 6 30° 11.9812
ChemScor 4.4
e
9 6 14° 12.2085
14 6 9° 13.2515
27 6 17° 13.6043
ASP 4,53
4 6 5° 9.5287
1 5 24° 9.4263
3 5 14° 9.3413
8 5 12° 9.5587
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Para a confirmacao do RMSd do Dock 4, este desvio foi calculado em trés
programas diferentes: o Discovery Studio, Chimera e Pymol. Conforme os
resultados na tabela 5, todos os valores de RMSd estavam fora do desejavel por
se ftratar de um ligante peptidico, uma molécula com elevado grau de
flexibilidade.

Tabela 5. Melhor pose obtida no re-docking com o programa GOLD e confirmagéo do
RMSd

Conférmer Interacbes comuns em relacdo ao] RMSd RMSd RMSd
ligante cristalografado Discovery Chimera Pymol

ASP
-923,753 6 9.5287 9.786 4.836

4.2.3. Resultados de docking no programa GOLD (Verdonk et
2003)

A selecao dos resultados gerados pelo programa GOLD (Verdonk et al,
2003) foi feita com base, principalmente, na distancias entre os carbonos das
carbonilas dos dendrimeros (C1, C2 e C3) e o oxigénio da hidroxila da Serina
221, conforme Quadro 3. Importante mencionar que este valor deve ser inferior
a3A, possibilitando, assim, o ataque nucleofilico da Serina 221 na carbonila de
interesse (ARANTES, 2008).

Como mostrado na Figura 3, o mecanismo geral da catalise da
serinoprotease inicia-se pelo ataque nucleofilico na carbonila do substrato pela
serina, auxiliado pela histidina que age como catalisador acido-base, gerando um
intermediario tetraédrico. Este ultimo composto € instavel e, ao final do processo,
ha a liberagdo de acido carboxilico e a regeneragado da enzima (HEDSTROM,
2002).
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GO - isoniazida G1 - isoniazida GO0 - primaquina G1 - primaquina
Dock ASP Cc1 C2 | Dock ASP Cc1 c2 C3 | Dock ASP c1 C2 | Dock ASP c1 c2 c3
1 -284 644 | 6.197 | 3.959 1 -1200.100 | 3.138 | 3.739 | 6.610 1 -482.581 | 2.186 | 2.786 1 -1843.230 | 2.159 | 3.499 | 7.075
2 -237664 | 4546 | 1905 2 -1174.380 | 1.706 | 4.025 | 6.166 2 -523834 | 6626 | 6.146 2 -2037.290 | 2319 | 4944 | 7.642
3 -216.762 | 5.075 | 3.945 3 -945340 | 4642 | 3.116 | 3.4 3 -358.235 | 6.240 | 6522 3 -2312700 | 1052 | 3.749 | 3.7
4 -243.083 | 4423 | 3.788 4 -1138.710 | 2640 | 5394 | 7.730 4 540484 | 4222 [ 1258 | 4 -2106.440 | 2454 | 3.382 | 5.154
5 -181.293 | 5104 | 4.347 5 -902605 | 3516 | 2518 | 5636 5 -T17.754 | 1832 | 3.389 5 1827760 | 6.449 | 4157 | 3.048
6 -179.357 | 3.635 | 5.663 6 -1129.310 | 3.095 | 3.751 | 5.800 6 -483.843 | 3572 | 2599 6 -1912.980 | 2.862 | 3.719 | 6.389
7 -255.653 | 3.641 | 4972 7 -1200.560 | 4298 | 1.292 | 2.964 7 -388.070 | 2.583 | 3.501 7 -1949.330 | 2.827 | 3.114 | 5.070
8 -232717 | 4094 | 4985 8 -922.408 | 7687 | 4669 | 1.674 8 -490.344 | 3679 | 5857 8 -1875.270 | 2835 | 3.958 | 5970
9 -274.989 | 5297 | 4262 ] -1005.250 | 4770 | 3.742 | 6.829 9 -560.853 | 2614 | 5948 9 -2056.360 | 2.904 | 2195 | 5.542
10 | 297450 | 3791 | 2482 | 10 | 1074690 | 1793 | 4719 | 4402 | 10 ([ -575206 | 3715 | 1480 | 10 -1679.360 | 2.666 | 3.925 | 6.400
1 -176970 | 5244 | 5395 | 11 904 774 | 6508 | 3842 | 447 11 528367 | 2478 | 2068 | 11 -2062.430 | 3.800 | 1.590 | 4.430
12 | 266264 | 4830 | 5677 | 12 | -1201.040 | 2230 | 3912 | 4891 12 | 436813 | 3716 | 2839 | 12 | -2117130 | 5071 | 1.114 | 2932
13 | -258054 | 4187 | 5736 | 13 -1127850 (2337 | 3981 | 6675 | 13 | -561054 | 5960 | 3332 | 13 -2362.290 | 3.892 | 2822 | 4842
14 | 239157 | 3321 | 2859 | 14 | -1138140 | 4029 | 2458 | 5308 | 14 | 388619 ( 3292 | 5414 | 14 | 1722670 | 3115 | 4109 | 5780
16 | -214434 | 2734 | 3766 | 16 | -1043000 | 3639 | 4097 | 3229 | 16 | 430298 | 4835 | 5993 | 156 | -1706.700 | 3823 | 2880 | 4553
16 | -183583 | 5631 | 6452 | 186 -1165.760 | 8213 | 5513 | 3772 | 16 | -522498 | 3378 | 3134 | 16 -1828.390 | 1.834 | 0.848 | 4.267
17 | 257173 | 5580 | 7271 | 1T | 1265790 | 1365 | 4396 | 6159 | 17 [ 591451 | 4232 | 4630 | 17 | -1846460 | 2909 | 3.267 | 4979
18 | 221738 | 3710 | 4497 | 18 | -1063.800 | 6.119 | 3643 | 3638 | 18 | -385259 | 5533 | 3572 | 18 | -1666.520 | 4.156 | 3.549 | 2897
19 | .365229 | 2792 | 3999 | 19 | -1133700 [ 2955 | 4433 | 3682 | 19 | -514784 | 2025 | 4516 | 19 -1861.160 | 2828 | 4405 | 4643
20 | -284270 | 3885 | 4677 | 20 | -1102530 | 4189 | 6804 | 4622 | 20 ([ -487103 | 3237 | 3272 | 20 | -1722310 | 3.045 | 3.208 | 5.280
21 223911 | 4122 | 6704 | 2 -1246.940 | 3332 | 3103 | 4230 | 21 -513.189 | 4.360 | 3.671 21 -2369.560 | 3.319 | 1.666 | 4.699
22 | -260695 | 4332 | 5208 | 22 | -1203.710 | 4306 | 3614 | 37N 22 | 473154 | 6342 | 3762 | 22 -2147.720 .2,345 2801 | 5480
23 | -228590 | 5052 | 7226 | 23 | -1374320 | 3135 | 1.785 | 3.044 | 23 | 656394 | 3202 | 5379 | 23 | -1730.780 | 6.118 | 5.865 | 5.392
24 | -310080 | 4581 | 1943 | 24 | -1088220 | 5027 | 1479 | 3098 | 24 | -463230 | 4409 | 5307 | 24 -2041.710 | 0.860 | 3.005 | 6.359
25 | -202919 | 4506 | 3612 | 25 | -1019.890 | 4048 | 3147 | 4338 | 25 | 491914 | 3616 | 5194 | 25 -1751.230 | 5.304 | 5.022 | 6.776
26 | 165941 | 2434 | 4179 | 26 894609 | 7065 | 4125 | 4253 | 26 | -576.134 | 2750 | 4482 | 26 | -1854.610 | 2.994 | 3.661 | 4.477
27 | 175044 | 3850 | 2053 | 27 | -1056690 | 6292 | 5867 | 7192 | 27 | -477626 | 4034 | 2803 | 27 -1636.810 | 3.142 | 3.405 | 6.038
28 | -259.336 | 3.075 | 3553 28 -1080.170 | 3406 | 3899 | 4776 | 2B | -557.000 | 2806 | 2905 | 28 | -1683.120 [ 1.336 | 4121 | 6.950
29 | -220121 | 4385 | 5459 | 29 941284 | B544 | 4861 | 1.869 | 29 | 503420 | 4409 | 6449 | 29 | -1685.020 | 6.010 | 7.773 | 9.566
30 | -256945 | 316D | 4065 | 30 -1107930 | 1766 | 4282 | 7719 | 30 | 481015 | 321 | 3347 | 30 -2001.570 | 6.635 | 2391 | 3.972
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Figura 25. Mecanismo geral da catalise da serinoprotease (HEDSTROM, 2002).
Tabela 6. Resultados dos 30 conférmeros obtidos pelo docking da G0-Iso, G1-Iso, GOPq
e G1-Pq no programa GOLD (Verdonk et al, 2003).
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4.2.4. GO-Iso

Obtiveram-se menores distancias para a C2 quando analisado o
dendrimero de geracao 0 contendo isoniazida (Tabela 7). Indicam-se, assim, que
as chances do derivado sofrer hidrolise enzimatica na periferia podem ser
maiores em relagdo a C1 (carbonila proxima ao dendrimero). Os conférmeros 24
e 10 (Figura 29) ficaram entre os cinco melhores em relagao ao score (valores
de -310.080 e -297.450, respectivamente), corroborando com a hipotese de que
a hidrodlise enzimatica pode acontecer em C2. As distancias da Serina 221 e C2

foram de 1,943 A e 2,482 A, para os Dock 24 e 10, respectivamente.

Figura 26. Conférmeros 24 (esquerda) e 10 (direita) resultantes das simulagdes de
docking da GO-Iso na enzima 2H7C. As distancias entre a Serina 221 e as carbonilas C2
estdo destacadas em vermelho.

Tabela 7. Melhores resultados de docking da GO-Iso na enzima 2H7C. C1 e C2 estao
destacadas em vermelho na estrutura.
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Distancias (A)

Conférmeros Score (ASP)
C1 Cc2
24 4,581 1.943 -310.080
10 3.791 2.482 -297.450
4.2.5. G1-lso

Na analise do pro-farmaco G1-Iso, observa-se, na tabela 6, que os

resultados dos 30 conférmeros apresentaram certa tendéncia a acdo enzimatica

ocorrer em C1, uma vez que esta regido apresentou maior numero de resultados

inferiores a 3 A. Assim, conforme dados apresentados na tabela 8, o conférmero

17 (Figura 30), esta entre os cinco melhores em relacédo ao score (valor de

1255,790), cuja carbonila com menor distancia foi a C1 (1,355 A). Ja os

confébrmeros 7 e 2 (Figura 31) estavam entre os dez melhores (score iguais a

1200,560 e -1174,380, respectivamente). Nestes dois ultimos conférmeros, as

distancias observadas para C1 foram de 4.298 A e 1.706 A, respectivamente.
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Estimam-se, entdo, maiores chances da hidrélise enzimatica ocorrer em C1.

Figura 27. Conférmero 17 resultante das simula¢gdes de docking da G1-Iso na enzima
2H7C.A distancia entre a Serina 221 e C1 esta destacada em vermelho.

Figura 28. Conférmeros 7 (esquerda) e 2 resultantes das simulagdes de docking da
G1lso na enzima 2H7C. As distancias entre a Serina 221 e C1 estdo destacadas em
vermelho.
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Tabela 8. Resultados obtidos pelo docking da G1-Iso no programa GOLD (Verdonk et
al, 2003). As carbonilas C1 e C2 estdo destacadas em vermelho.

Distancias (A)
Conférmeros Score (ASP)
C1 C2 C3

7 -1200.560
4.298 1.292 2.964

17 -1255.790
1.355 4.396 6.159

2 1.706 4.025 6.166 -1174.380

4.2.6. G0-Pq

De forma geral, observaram-se 8 resultados menores que 3 A tanto para
C1, quanto para C2 (Tabela 6). Porém, entre os cinco melhores conférmeros
obtidos, a carbonila C2 apresentou resultados ligeiramente melhores, como
verificado no Quadro 6.

Os conférmeros 5 e 10 estao entre os cinco melhores em relagéo ao score
(-717.754 e -575.206, respectivamente) e os conférmeros 4 e 11 ficaram entre
os dez melhores neste ranking (scores de -540.484 e -575.206,
respectivamente). Com base somente nestes achados, existe, portanto, maior
possibilidade de C2 periférica sofrer hidrélise enzimatica em comparagdo com a
C1.

Tabela 9. Resultados obtidos pelo docking da GO-primaquina no programa GOLD
(Verdonk et al, 2003)
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Distancias (A)
Conférmeros Score (ASP)
C1 C2
4 4.222 1.259 -540.484
10 3.715 1.490 -575.206
5 1.832 3.389 -717.754
11 -528.367
2.478 2.068
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4.2.7. G1-Pq

Observando-se os resultados gerados para o pro-farmaco G1-Pq na
Tabela 6, € possivel notar a relevante diferenga entre C1, C2 e C3. Para C1
obteve-se 16 resultados desejaveis, sendo o maior valor o do conférmero 26
(2,994 A) e menor o do conférmero 24 (0,960 A). Enquanto para C2, entre os 9
resultados mais interessantes, houve variagéo entre 0,848 A (conférmero 16) a
2,880 A (conférmero 15). Apenas dois resultados de C3 mostraram-se
satisfatérios, o do conférmero 12 (2,932 A) e do conférmero 18 (2,897 A).
Importante mencionar que essa propor¢ao foi mantida na Tabela 10, no qual
foram selecionadas as quatro melhores poses. Os conférmeros 3 e 12, cujas
distancias foram de 1,052 A e 1,114 A, respectivamente, ficaram entre os cinco
melhores no ranking do score (valores calculados iguais a -2312,700 e 2117,130,
respectivamente) e o 24, de distancia 0,960 A, entre as dez melhores (valor de
score calculado foi de -2041,710). Dessa forma, acredita-se que a hidrdlise

enzimatica, possivelmente, ocorrera em C1.

Tabela 10. Resultados obtidos pelo docking da G1-Pqg no programa GOLD (Verdonk et
al, 2003)

Distancias (A)

Conférmero Score (ASP)
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C1 C2 C3
16 1.834 0.848 4.267 -1828.390
24 0.960 3.005 6.359 -2041.710
3 1.052 3.749 3.731 -2312.700
12 5.071 1.114 2.932 -2117.130

4.2.8. Resultados AutoDock (Trott et al., 2010)

Com o intuito de validar e comparar os dados obtidos no Gold, utilizou-se

o programa AutoDock. Conforme ilustra a Tabela 11, observaram-se que

nenhum dos resultados das distéancias de C1 e C2 em relagéo a Serina 221 foram

proximo de 3 A. Todos foram superiores a 12 A. Logo, estes dados mostraram

que nao houve interacdo entre qualquer uma das estruturas com o sitio ativo.

Provavelmente, ndo aconteceu a acomodacao do ligante na enzima. Posteriores

investigagdes utilizando outros padrées de parametrizacdo serao, portanto,

necessarias.

Tabela 11. Resultados das simulagdes de docking resultantes do programa AutoDock
(Trott et al., 2010).

Estrutura Conférmero | Carbonila mais proxima da Serina Distancia Affinity (kcal/mol
221 (A)
19 C2 12.687 -5.6
GO-Iso
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13 C2 12.847 -5.8
4 C1 14.340 -6.8
12 C2 13.643 -5.8
G1-Iso
7 C3 14.180 -5.9
10 C3 14.225 -5.8
1 C2 14.335 -9.1
G0-Pq 3 C2 14.555 -8.5
2 C2 14.370 -8.6
3 C3 13.945 -5.8
G1-Pq 4 C3 14.079 -5.8
2 C3 14.165 -6.0
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4.2.9. Simulagées de docking molecular entre a Clso-Suc e a

catalase-peroxidase

O objetivo desta etapa do trabalho foi analisar modo de interagdo das
Clso-Suc, chamadas aqui de Iso_Cic5 para a de 5 membros e Iso_Cic6 para a
de 6 membros, em comparagao com a isoniazida, na enzima Katg, catalase
peroxidade envolvida no mecanismo de agéo da isoniazida. Alemjava-se enteder
se estes derivados ciclizados poderiam ter agao per se.

Considerando a impossibilidade da realizag&o do re-docking, uma vez que
a enzima escolhida ndo estava cristalografada com um ligante, fizeram-se as
avaliagdes dos resultados computacionais em relacdo as interagdes com

aminoacidos da proteina, expressos como distancias médias (em A) (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados obtidos no programa Gold (Verdonk et al, 2003) para as fun¢des
de scores ChemScore e ASP e as distancias médias (em A) entre os ligantes e o ferro
do grupo heme.

ISONIAZIDA 180_CIC5 180_CIC8
Dock | ChemScore ASP Dist. média HEME | Dock | ChemScore ASP Dist. média HEME | Dock | ChemScore ASP Dist. média HEME
1 17.087 16.895 0.914 1 10.640 11.408 11.449 1 6.477 4625 10.715
2 13.136 14.292 10.143 2 11.285 9.366 11.709 2 9.853 6.412 12.874
3 13.232 11.696 11.589 3 11.285 9.366 11.709 3 6.782 8.564 7.027
4 16.713 16.762 0.680 4 8.407 12.656 10.757 4 6.847 5.864 12.978
5 17.027 17.202 0776 5 8.193 10.419 10.305 5 9.419 12.060 12.997
3 15.887 15.060 erro 3 0.820 13.586 9.500 6 8.670 5524 11.012
7 14.764 15.334 9.111 7 10.387 13.600 10.655 7 §.599 10.018 13.369
8 17.705 14.758 0.049 8 7.010 10.444 12.358 8 8.302 7.416 10.779
9 16.757 17193 9.896 9 10.564 13.084 9.879 9 4238 4.339 10.390
10 14.459 11.118 14.442 10 36.883 9.279 8.756 10 8.670 5.524 11.012
11 17.126 16.891 9.926 11 67.109 9.874 9.220 11 0.151 -2.663 9.672
12 16.909 16.336 9.774 12 10.837 10.646 12.192 12 9.293 12.060 12.998
13 17.843 15.191 9.137 13 10.934 11.693 9.809 13 5.993 1.603 10.700
14 13777 15.398 9.623 14 11.629 12.870 12.579 14 9.362 11.421 13.019
15 14.608 13.920 10.162 16 8.347 10.090 12.390 15 5.670 5.524 11.012
16 17.800 15.068 9.074 16 8.735 11.698 10.656 16 7.987 5.9458 13.477
17 12.514 14.482 8.988 17 11.771 14.870 10.561 17 4238 4.339 10.390
18 16.757 17.193 9.896 18 8.376 12.763 10.453 18 -2.480 -3.427 9.866
19 16.875 14.604 10.341 19 8.775 12.801 10677 19 7.320 11.139 12.092
20 14.619 12.970 11.869 20 11.164 12.728 11.949 20 9.311 9.964 12.764
21 14.722 13.312 10.486 21 8111 12.444 9.464 21 8.670 5.524 11.012
22 14.207 13.774 10.771 22 9.853 14.282 11.311 22 9.382 11.421 13.045
23 16.909 16.336 9.774 23 8.703 12.486 10.639 23 5.670 5.524 11.012
24 13.232 11.696 11.589 24 14.467 6.338 12.916 24 0.026 -3.825 6.728
25 12.897 14.560 §.096 25 9.611 14.221 9.491 25 G.108 -14.040 9.658
26 12.668 10.633 11.774 26 12.376 15.100 10.505 26 7.609 10.885 12.291
27 14.608 13.020 10.162 27 7.286 11.856 11.957 27 8.257 5.686 13.145
28 14 582 12.372 11.654 28 11.784 13.710 11.702 28 4 844 8798 8.767
29 13.608 13.666 9.921 239 7.406 10.506 11.766 28 9.286 4679 13.268
30 17126 16.891 9926 30 10.825 10 646 12192 30 11128 15.404 11.513

Pode-se constatar que a distancia média em relacéo ao ferro do grupo

heme foi mais proxima entre a isoniazida e a Iso_Cic5 (10,226 e 10,984,
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respectivamente, Tabela 13), apesar de Iso_Cic6 nao ter apresentado resultado
tao diferente (11,319, Tabela 13).

Tabela 13. Distancia média das estruturas em relagéo ao ferro do grupo heme (em A).

Isoniazida Iso_Cich Iso_Cicb

Distancia média (A) 10,226 10,984 11,319

As analises dos 30 conférmeros provenientes das simulagdes de doking
molecular com a isoniazida mostrou que o aminoacido ASP137 parece ser
interessante para a interacdo com a Katg. Ademais, de modo geral, a Iso_Cic6
apresentou mais interagcbes em comum com a isoniazida, além de um de seus
conférmeros apresentarem uma interacdo a mais, com o aminoacido VAL230,
em relagao a isoniazida (Figura 2).

Foram poucas as interagdes dos conférmeros de isoniazida, Iso_Cic5 e
Iso_Cic6 com os aminoacidos THR314, ALA139 e ALA281. Ademais, apesar de
nao se verificar para a isoniazida, com os aminoacidos SER315, GLU233 e
ASN231 paracem ser importantes para Iso_Cic5 e Iso_Cic6. Por outro lado,
sugerem-se que PRO136 e ARG104 sao interessantes para a isoniazida. Ja
LEU227 teve quantidade de interagdes com a isoniazida semelhantes a Iso_Cic5

e Iso_Cic6. Todos estes dados estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Principais aminoacidos envolvidos nas interacéo de Iso_Cic5 e Iso_Cic6 com
o alvo molecular, comparados com a isoniazida.
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Isoniazida
Iso_Cic5
Iso_Cic6
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Em destaque na Tabela15, nota-se a importancia da PRO232 e da
LEU205, tanto para a isoniazida, quanto para Iso_Cic5 e Iso_Cic6. Estes

aminaciodos parecem, portanto, serem interessantes para a interagao

ligantereceptor. Os valores encontrados foram de 10, 23 e 11, para PRO232 e
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isoniazida, Iso_Cic5 e Iso_Cic6, respectivamente. Ja em relacdo a LEU205,
observaram-se 11, 17 e 11 interagbes com isoniazida, Iso_Cic5 e Iso_Cic6,

respectivamente.

Tabela 15. Comparagdo entre quantidade de interagdes das estruturas com os
aminoacidos.

Quantidade de interagdes (total = 30 poses de cada estrutura)
Aminoacido
Isoniazida Iso_Cich5 Iso_Cicb
PRO136 7 0 0
PRO232 10 23 11
ASP137 28 4 5
LEU205 11 17 11
5 6 2
LEU227
ARG104 13 0 1
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SER315

15

18

ASN231

15

THR314

ALA139

ALA281

GLU233

10

H20

HEME

13

12

VAL230

As melhores poses da isoniazida, Iso_Cic5 e Iso_Cic6 (Figuras 32, 33 e

34, respectivamente) foram escolhidas considerando as os aminoacidos
ASP137, PRO232 e LEU205, conforme importancia discutida previamente.
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Figura 29. Dock (numero 2) da isoniazida na enzima PDB 1SJ2.

Figura 31. Dock (numero 17) da Iso_Cic5 na enzima 1SJ2.
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Figura 30. Dock (nimero 17) da Iso_Cic6 na enzima 1SJ2.
4.3. ESTUDOS DE ESTABILIDADE QUIMICA DA Clso-Suc (NAJLAH et al, 2006)

Esta etapa do projeto teve a colaboragao do aluno de Iniciagao Cientifica

José Carlos V. L. dos Reis.
4.3.1. Desenvolvimento do método analitico

O desenvolvimento do método teve inicio com a escolha de uma coluna
cromatografica mais préxima daquela descrita pela farmacopeia brasileira. Para
tanto, foram selecionadas colunas de Octadecilsilano (5um), tanto de 250mm x
4,6 mm, quanto de 150 mm x 4,6 mm de marcas distintas.

Os testes foram realizados com amostras de isoniazida de concentragao
igual a 1,82 x 102 M, preparadas em fase moével conforme descrito na
Farmacopeia, tomando como parametros de aceitacdo o Fator de cauda, numero
de pratos tedricos, pureza dos picos e tempo de retencdo. A média das cinco

analises, para cada coluna, estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16. Colunas cromatograficas testadas.
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Coluna Fator de Cauda N° pratos Pureza do Tempo de
tedricos pico retengio
(min)
C18 - MERK 2,38 2289,23 puro 3,88
250mm
C18 - 1,95 2283,33 puro 7,81
LICHROSPHERE
250mm
C18 - ACE 2,48 691,47 puro 3,59
150mm
C18 - XBridge 1,31 4679,87 puro 3,37
150mm

Com base nos resultados apresentados na Tabela 16, a coluna C18 —
Xbridge (5pm) —150 mm x 4,6 mm foi escolhida como a mais adequada dentre
as verificadas, uma vez que apresentou o menor fator de cauda e maior numero
de pratos tedricos. Esses dados indicam maior eficiéncia na separacao dos
componentes de uma mistura.

A otimizagdo do método prosseguiu com a determinagédo do pH da fase
movel a ser empregada. Tal determinagéo teve como objetivo encontrar um valor
onde a maioria das espécies analisadas encontrava-se eletricamente neutra,
visando uma melhor interagdo com a coluna cromatografica. Para tanto, fora
realizada a determinacao do pKa das espécies Clso-suc, Iso-suc e isoniazida a
partir de simulacées com o software MarvinSketch.

Com base nos resultados apresentados acima, tanto a Clso-suc quanto a
isoniazida encontram-se, predominantemente, na forma molecular no valor de
pH de 6,9, conforme proposto pela metodologia inicial da Farmacopeia.
Entretanto, a Iso-suc mostra-se carregada negativamente e, visando melhorar
sua interagdo com a coluna cromatografica, foram realizados testes adicionando
0,1% de trietilamina (TEA) ou 0,1% de &cido trifluoracético (TFA) a fase mével.

Embora ndo tenham sido observadas variagdes significativas no tempo de
retengdo médio dos analitos, uma melhor simetria dos picos fora constatada com
o emprego de 0,1% de TFA, sendo este, portanto, 0 componente acrescido a

fase movel.
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A etapa seguinte de desenvolvimento do método envolveu a determinagao
da proporcao de tampao fosfato e metanol que melhor permitia a separacéao dos
analitos em questdo. Como ponto de partida, foram feitas analises na proporgao
95:5 (v/v), conforme descrito na farmacopeia. Com o objetivo de melhor
separagao dos picos de Iso-suc e isoniazida, fora necessario diminuir a
proporgao de solvente organico para 97,5:2,5 (v/v), para que fosse aumentada a
interacao destes analitos com a coluna. A média das cinco analises dos tempos

de retencio obtidos, para cada proporcao, estdo apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17. Determinagao da proporgao entre os solventes tampao fosfato e metanol.

Analito Tempo de Retencgao
(min)
95:5 (viv) 97,5:2,5 (viv)
Clso-suc 4,952 6,610
Iso-suc 2,413 2,685
isoniazida 3,332 3,930

O planejamento do método teve continuidade com o aumento da
temperatura do forno de ambiente (~25 °C) para o valor constante de 35 °C, com
0s propositos de se padronizar a temperatura de analise e melhorar em 0,76 a
simetria dos picos. Sabe-se que o0 aumento de temperatura, dentro dos limites da
coluna, favorece a interacao dos analitos com a fase estacionaria.

A penultima etapa do desenvolvimento do método foi o ajuste do fluxo de
fase movel durante a analise. A escolha de se modificar o fluxo surgiu da
necessidade em se aumentar os parametros de fator de cauda e numero de
pratos tedricos. Pretendeu-se, entdo, assegurar a manutengédo destes valores
acima dos minimos ao longo de todo o estudo de estabilidade, uma vez que as
numerosas analises poderiam desgastar a coluna e inviabilizar sua utilizagao
durante o ensaio.

Para esta finalidade, foi escolhido trabalhar com um gradiente de fluxo de
fase movel, entretanto, por ndo se tratar de uma pratica frequente, poucas
referéncias foram encontradas acerca deste assunto, de modo que os testes
foram realizados empiricamente e os ajustes foram sendo feitos a partir dos

resultados gerados. ApoOs serem realizados ensaios testando diversos gradientes
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de fluxo, achou-se a melhor condigéo (relatada na Tabela 18). Esse gradiente de

fluxo apresentou, quando comparado aos fluxos constantes de 0,8 mL/min e 1

mL/min, a melhor resolugao dentre os gradientes testados (aumento médio de

0,53 em relagdo aos demais). Essa comparagao pode ser observada na Tabela

19.

Tabela 18. Gradiente de fluxo escolhido.

Tempo Fluxo
(min) (mL/min)
0,01 0,6
2,0 0,8
5,0 1,0
6,0 1,3

Tabela 19. Comparacéo entre o fluxo constante e o gradiente de fluxo.

Analito Parametro Fluxo
0,8 mL/min 1,0 mL/min Gradiente
Clso-suc Tempo de 7,639 6,234 5,828
retengao
Fator de cauda 1,701 1,203 1,197
Numero de 4681,051 6690,351 13489,695
pratos tedéricos
Iso-suc Tempo de 3,175 2,612 3,190
retencao
Fator de cauda 1,380 1,278 1,315
Numero de 3206,873 3683,531 4330,149
pratos teéricos
Isoniazida Tempo de 4,711 3,760 4,237
retencao
Fator de cauda 1,589 1,362 1,364
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Numero de 4762,223 5609,857 6612,388
pratos tedricos

Por fim, a ultima etapa de desenvolvimento do método envolveu o ajuste
dos volumes de amostra e de injegdo, com o propdsito de se adequar a
quantidade de analito que chega ao detector dentro limites de detecgao. Para
tanto, fora necessario, primeiramente, determinar qual a concentragdo de
Clsosuc a ser empregada no ensaio de estabilidade.

Por uma questdo de praticidade e de reducdo da incerteza atrelada a
pesagem, a massa inicial de Clso-suc fora estabelecida como 6 mg, os quais
foram dissolvidos em 15 mL de fase movel, resultando em uma concentragéo
molar de 1,82 x 102 mol/L. Uma vez determinada a concentracgdo inicial e,
conhecendo-se o comportamento do detector disponivel, foi estabelecido 1 mL
como volume de amostra no interior do vial (~2 mL) e 60 yL como volume de

injecao para respeitar o limite de detec¢ao do equipamento.

4.3.2. Estudos de estabilidade quimica

As informacdes principais dos resultados dos estudos de estabilidade
quimica de Clso-Suc mostraram que Clso-Suc pode se converter Iso-Suc. Por
outro lado, a quebra da ligagdo entre o acido succinico e a isoniazida
praticamente nao foi observada, uma vez que praticamente ndao ha sinais
correspontes desta nos crimatogramas. Isso pode ser explicado pelo anel
heterociclico pirrolidiona da Clso-suc, o qual é€ menos estavel, quando

comparado a cetohidrazona da Iso-suc (CLAYDEN et al, 2012).

Solugdes tampédo pH 1,2 e 6,0

Os experimentos demonstraram que o anel cilcizado da Clso-Suc de
manteve realtivamente manteve estavel nas faixas de solugdes tampdes de pH
de 1,2 e 6,0 durante 24 horas, mesmo sob agitagdo e aquecimento a 37 °C, uma
vez que o sinal da Clso-Suc foi menor do que os outros dois pH. Tal constatacao
pode ser vantajosa pensando na administracdo oral do pro-farmaco, uma vez

que ndo havera hidrolise durante o transito gastrointestinal.
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Ademais, observa-se uma variagao irregular da area de Iso-suc na
primeira hora de ensaio, o que reflete a dificuldade de se quantificar analitos em
concentragdes muito proximas do limite de deteccédo do equipamento utilizado.

As Figuras 35 e 36 foram feitas com base nos dados das Tabelas 20 e 21.

Tabela 20. Média das areas de Clso-suc e Iso-suc ao longo do ensaio em solugao
tampéo pH 1,2.

Numero da Amostra Area média de Clso-suc Area média de Iso-suc
(unidades de area) (unidades de area)
TO 24282334 0
T1 25210251 7258
T2 23261969 0
T3 25494918 316070
T4 22601230 280079
T5 14103048 0
T6 18649172 128193
T7 17647228 167130
T8 19940223 612957
T9 19144319 710516
T10 18768167 837559
T11 15489071 4173326
T12 13917164 4293758
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Figura 32. Grafico da variagdo da area do pré-farmaco ao longo de 24 horas em solugao
tampéao pH 1,2.

Tabela 21. Média das areas de Clso-suc e Iso-suc ao longo do ensaio em solugao
tampao pH 6,0.

Numero da Amostra Area média de Clso-suc Area média de Iso-suc
(unidades de area) (unidades de area)
TO 14668571 1830878
T1 12821106 0
T2 15975284 231857
T3 15467310 12028
T4 15566218 272838
T5 15819410 526685
T6 13181978 143555
T7 15204397 867150
T8 13394802 767540
T9 14973192 1458216
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T10 14872890 1191123

T11 10765658 8254535

T12 9746752 8831036

Figura 33. Grafico da variagdo da area do pré-farmaco ao longo de 24 horas em solugao
tampao pH 6,0.

Considerando os ensaios com Clso-Suc em solugao tampao pH 1,2, ao se
comparar os cromatogramas do tempo 0 (TO) com o tempo 24 horas (T13) , é
possivel notar o aumento da amplitude do sinal da Iso-Suc (tempo de retengao
proximo de 3,371 minutos, area sob a curva inicial de 0 e final de 4293758), a
diminuicdo de Clso-Suc (tempo de retencao proximo de 6,525 minutos, area sob
a curva inicial de 24282334 e final de 13917164) (Cromatogramas 1 e 2).

91



15004 o PDA Multi 1
B I"l g
|2
[ 12
N | :5
1000 |
i ‘ | ©
|
H a
Q
3 ||
- 1 | |
500— “ 3 ||
o)
™ .
I N I‘ |
| \ / "\ | |
0 - —N-—fﬂ J i )
T T T ‘ T T | T T T T | T T |
0.0 25 5.0 7.5
min

Cromatograma 1. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 1,2 (T0). Condicoes
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampéao fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de

onda: 261 nm.
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Cromatograma 3. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 1,2 (T13). Condi¢des
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampé&o fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporcao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de

onda: 261 nm.

Em relacéo a solugao tampao pH 6,0, do mesmo modo que em pH 1,2, ao se
comparar os cromatogramas do tempo 0 (TO) com o tempo 24 horas (T12),
verifica-se o aumento da amplitude do sinal da Iso-Suc (tempo de retengéo de
proximo de 3,345 minutos, area sob a curva inicial de 1830878 e final de
8831036), a diminuicdo de Clso-Suc (tempo de retencao de 6,525 minutos, area
sob a curva inicial de 14668571 e final de 9746752) (Cromatogramas 3 € 4).
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Cromatograma 2. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 6,0 (TO). Condicdes
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampéo fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de
onda: 261 nm.
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Cromatograma 4. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 6,0 (T13). Condigdes
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampéao fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgéo de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de
onda: 261 nm.

pH74¢e85

Assim como nos experimentos com solugcbes pH 1,2 e 6,0, os
experimentos em pH 7,4 e 8,5 demonstraram que a ligacdo entre a isoniazida e
o transportador se manteve estavel em 24 horas, uma vez que nao fora

observado sinal de isoniazida dentro do limite de detec¢do do equipamento. Por
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outro lado, é possivel observar que, tanto em pH 7,4, quanto 8,5 ocorre a

conversao de Clso-Suc para Iso-Suc, evidenciado pela queda na média das

areas sob a curva de Clso-suc e aumento de Iso-suc (Figura 34 e Figura 35).

Importante mencionar que os pH 7,4 e 8,5

sangue e as partes distais do intestino.

representam, respectivamente, o

Tabela 22. Média das areas de Clso-suc e Iso-Suc ao longo do ensaio em pH 7 4.

Numero da Amostra Area média de Clso-suc Area média de Iso-suc
(unidades de area) (unidades de area)

TO 26200865 1793247

T1 25900463 615393

T2 26433645 1071884

T3 24442601 973887

T4 24934870 1780307

T5 24953983 2141859

T6 24345718 2386693

T7 22158901 2798471

T8 20529808 3221222

T9 19915539 3843329

T10 16727201 3448101

T11 9543599 14317749

T12 9099986 14608956
T13 7523524 15993041
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Figura 34. Grafico da variacdo da area do pré-farmaco ao longo de 24 horas em solugédo tampéao pH 7,4.

Tabela 23. Média das areas de Clso-suc e Iso-Suc ao longo do ensaio em pH 8,5.

Tempo de coleta da Area média de Area média de Iso-suc
mostra Clsosuc (unidades de area)
(unidades de area)

TO 16604510 1366383
T1 17345057 1324008
T2 16210976 714749

T3 16149613 1046567
T4 17501925 1720601
T5 18118573 2304926
T6 17704015 2601910
T7 15529743 3028890
T8 14601338 3664896
T9 14144228 4614864
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T10 14361243 5490075

T11 5816111 19335696
T12 5047512 18611643
T13 3223828 7523524

Figura 35. Grafico da variagdo da area do pro-farmaco ao longo de 24 horas em solugédo tampao pH 8,5.

A liberacado mais eficientes nesses meios podem ser demonstradas através

do coeficiente linear da curva da Iso-Suc que parao pH 7,4 é de 1 x 108¢e para o
pH 8,5 é de 2 x 10°. Esses valores séo 2 vezes e 4 vezes maior que o pH 6. Os
cromatogramas 5 e 6 referentes ao pH 7,4 e os cromatogramas 7 e 8 referente
ao pH 8,5 mostram que apds 24 horas o pico que representa a ClsoSuc ja tem a
sua porcentagem em area muito menor quando comparado ao T0, antes do inicio
da incubacéo. No pH 7,4 a média da area correspondente ao IsoSuc (tempo de
retencao 3,116 minutos) sobe de 1793247 no TO para 15993041 no utimo tempo
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de coleta (T13). A média da area da Clso-Suc (tempo de retengéo 5,704 minutos)
cai de 26200865 no TO para 7523524 no T13. Ja no pH 8,5, o a média da area
da Iso-Suc sobe de 1366383 para 7523524 (TO e T13) e a média da area de
Clso-Suc cai de 16604510 para 3223828).
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Cromatograma 5. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 7,4 (TO). Condi¢des
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampéao fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de
onda: 261 nm.
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Cromatograma 6. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 7,4 (T13). Condi¢des
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampé&o fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de
onda: 261 nm.
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Cromatograma 7. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 8,5 (T0). Condicdes
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampao fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de

onda: 261 nm.
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Cromatograma 8. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 8,5 (T13). Condigbes
cromatograficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampao fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporgao de
solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de

onda: 261 nm.

E importante destacar que, na condigdo com solugdo tampdo pH 7.4,

apareceu um pequeno pico referente a isoniazida (tempo de retengao de 3,928)
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indicando uma pequena liberacdo do ativo, mesmo que pequena quando
comparada a Iso-Suc (tempo de retencao 5,324). J4 em solugao tampao de pH
8,5, 0s picos mostraram-se mais assimétricos, caracteristica relacionada com os
valores de pKa dos hidrogénios ligados ao nitrogénio das moléculas, os quais
sao de 8,6 (nitrogénio 8, Figura 36, a esquerda) na Clso-Suc, considerando a de
5 membros e 9,0 para a Iso-Suc (nitrogénio 5, Figura 36, a direita). Assim, estas
moléculas encontram-se nas formas ionizadas e ndo ionizadas, aumentando o

fator de cauda, distorcendo o pico.
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Figura 36. Estruturas da Clso-Suc (esquerda) e Iso-Suc (direita).

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Pelos resultados de infravermelho, RMN de 'H e '3C, possivelmente,
sintetizaram-se os intermediarios Iso-Suc, Pg-suc, bem como os pro-farmacos
dendriméricos de GO (GO0-Iso e G0-Pq) e de G1 (G1-Iso e G1-Pq). A analise da
espectroscopia de massas revelou a presenca de um intermediario de sintese
Clso-Suc que pode estar ligada ao uso do EDC e DMAP para as sinteses EDC
e DMAP. Foi identificado o potencial como pro-farmaco desse intermediario e
usou-se entdo a metodologia analitica desenvolvida para os estudos de
liberagdo. Esses ensaios revelaram que o pro-farmaco é consideravelmente mais
estavel em meio acido (pH’s 1,2 e 6,0) e libera com uma taxa maior em meios
neutros/basicos (pH 7,4 e 8,5). Esses dados foram importantes para indicar uma
possivel estabilidade oral dessa molécula. Por fim, foram analisados via estudos
in silico a sua inibigdo direta no alvo da isonizida que revelou que € possivel
prever a sua ligacdo, mas ndo a sua atividade biolégica. Para comprovar a
atividade biolégica per si da Clso-Suc serdo necessarios estudos da sua

atividade bioldgica que ja estdo em processo de execugdo. Ainda com relagéo
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aos estudos computacionais, a carbonila C2 do dendrimero GO-Iso e GO-Pq,
parece ser a mais interessante para a agao enzimatica. Ja para o pro-farmaco

G1-Iso e G1-Pq, a carbonila C1 foi a mais promissora.
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ANEXOS

Anexo |
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Espectro I: RMN de 'H da primaquina.

'H-RMN (DMSO0), 300 MHz, 0 = ppm

H14: 8.54 (d, J = 4.0 Hz, 1H), H13: 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 1H), H17: 7.43 (dd, J = 8.2, 4.1 Hz, 1H), H6:
6.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H), H12: 6.27 (s, 1H), H0 6.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H), H18: 3.93 — 3.55 (m,

3H), H1 e H11: 3.48 — 1.70 (m, 3H), H3 e H16: 2.73 — 1.39 (m, 4H), H4: 1.22 (d, J = 6.2 Hz, 3H).
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Espectro Il: RMN de 'H do pentaeritritol.

'H-RMN (DMSO0), 300 MHz, U = ppm
H14:

4.01 (t, J = 5.3 Hz, 4H), H12; 3.28 — 3.13 (m, 12H).

14
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Ho U3 SoH
12 0OH
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Espectro lll: RMN de 3C do pentaeritritol.

"H-RMN (DMSO), 75 MHz, U = ppm

C12:61.66, C13: 45.94.
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Espectro V: RMN de '3C do G1.

'H-RMN (DMSO0), 75 MHz, U = ppm

C14:174.12, C11: 63.77, C12: 61.86, C16: 50.40, C13: 42.50, C10: 16.72.
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Anexo Il

Atividade de Intercambio na University of Groningen

EXPRESSAO, PURIFICAGAO E COCRISTALIZAGAO DE ANALOGOS
COM POSSIVEL INIBIGAO DE MtPtpA E MtPtpB PARA O TRATAMENTO
DE TUBERCULOSE

1. Introdugao

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis, uma bactéria flexivel e que tem como principal vantagem frente ao sistema
imune do hospedeiro a capacidade de se adaptar a ambientes desfavoraveis criados
pelas células de defesa humana. Esse patégeno é transmitido por goticulas de saliva
humana, o que torna lugares com grande concentragédo de pessoas locais de alto risco
de transmissdo (KNECHEL, 2009).

Segundo dados dos relatérios anuais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
a prevaléncia de tuberculose em 2017 foi de 10,4 milhdes de pessoas no mundo, com
uma incidéncia média de 140/100 mil habitantes. Apesar de ter casos relatados na
Europa e América do Norte, a maioria foi reportada no sudeste asiatico (45%) e Africa
(25%), o a que aproxima, epidemiologicamente, das doengas negligenciadas. A Figura
1 ilustra a incidéncia global de tuberculose no ano de 2017. No mesmo ano, a OMS
registrou mortalidade de 1,3 milhdes de pessoas em pacientes HIV-negativo. Desse
numero de mortes, 82% aconteceram nas mesmas regides onde a incidéncia € maior:
o sudeste asiatico e a Africa (WHO, 2018).
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Figura 1. Incidéncia global de tuberculose para cada 100 mil habitantes em 2017.

Ao entrar nos alvéolos do hospedeiro, a micobactéria é rapidamente capturada
por macréfagos que, posteriormente, induzem a migracao de células T para o local da
infeccdo. Mesmo dentro dos macréfagos, essas bactérias conseguem se multiplicar,
aumentando a quantidade de macrofagos e células T, criando, assim, um granuloma
entorno do local infeccionado. Esse granuloma gera um ambiente na tentativa de limitar
o crescimento bacteriano, causando a lise dos macrofagos e necrose tecidual. Mesmo
com um baixo pH, hipéxia e com uma quantidade limitada de nutrientes, a micobactéria
consegue mudar o seu fendtipo e sobreviver, ainda que em periodo de laténcia
(KNECHEL, 2009).

Os tratamentos de primeira escolha consistem em combinagdes de quatro
farmacos: rifampicina, pirazinamida, etambutol e isoniazida. O tratamento é demorado,
entorno de 6 meses, resultando em baixa de adesao do paciente. Outro problema grave
que tem colocado, novamente, a tuberculose como um dos problemas de saude mais
monitorados no mundo é a resisténcia aos antibiéticos de primeira escolha. Ja ha
relatos de multirresisténcia contra os quatro farmacos ao mesmo tempo, o que expde a
falta de opcao de medicamentos disponiveis, bem como a a falta de investimento no
desenvolvimento de novos compostos (RABAHI et al, 2017).

O desenvolvimento de novos farmacos € um processo extremamente complexo
e caro. A busca de um lider, ou seja, uma molécula com potencialidade para se tornar

um farmaco, é demorada. Primeiramente, é necessario determinar o tipo de estratégia
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de planejamento a ser utilizada, a baseada no alvo, chamada de Structure Based Drug
Design (SBDD), ou no ligante Ligand Based Drug Design (LBDD) (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Aproximadamente 70% de compostos lideres falham
nas primeiras etapas de ensaios pré-clinicos, devido, principalmente, a toxicidade e
problemas farmacocinéticos (FAKUNLE; LORING, 2012). O SBDD, por sua vez, é uma
importante ferramenta baseada na estrutura quimica cristalografada de um alvo, enzima
ou receptor para entender, principalmente, quais sdo e quais as caracteristicas dos
aminodacidos presentes nos bolsdes de ligacéo. A partir dessas informagdes € possivel
fazer estudos computacionais como o docking, técnica que simula o encaixe de uma
molécula no sitio de ligacdo do alvo, podendo inferir como seria essa interagao,
auxiliando, assim, no desenvolvimento de novos ligantes (KALYAANAMOORTHY,
CHEN, 2011).

Dentre os novos alvos estudados para a tuberculose, destacam-se duas
tirosinas fosfatases de micobactéria: a mtPtpA e a mtPtpB. A primeira impede a ligagéo
entre o fagossomo e o lisossomo, bem como na modulagdo da indugao de apoptose
por células de defesa. Ja a segunda esta relacionada com a sobrevivéncia dentro dos
macrofagos. Nos ultimos anos, foram relatadas as primeiras moléculas com potencial
inibicdo dessas enzimas, entre elas estdo os derivados de 4cido salicilico, as chalconas
e os derivados de isoxazois (CHATTERJEE et al, 2015).

Tendo em vista ao exposto, fica clara a necessidade de alternativas de
tratamento para a tuberculose. Com isso, o desenvolvimento de inibidores de mtPtpA e
mtPtpB sdo étimas alternativas para se chegar a novas moléculas bioativas que tenham

potencial de se tornarem medicamentos.

2. Objetivos

No laboratério do Professor Matthew Groves, da University of Groningen,
pretende-se, primeiramente, expressar as enzimas mtPtpA e mtPtpB e, posteriormente,
fazer a cocristalizagdo dessas enzimas com as moléculas sintetizadas pelo Professor
Alexander Domling, também da University of Groningen. Estes compostos
apresentaram, em estudos prévios, resultados promissores em simula¢des de docking
molecular. Pretende-se, ainda, analisar os cristais para o planejamento de analogos

com estruturas quimicas otimizadas.
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3. Metodologia
3.1 Expressao das enzimas mtPtpA e mtPtpB (WAUGH et al, 2005)

A expressao de mtPtpA foi feita em células de Escherichia coli Rosetta 2 (DE3),
préprias para a producdo de proteinas, utilizando o vetor pETM carregando o gene
RV2234 que consiste em um promotor T7-lac, 6-His tag e o sitio de clivagem do TEV

(virus do mosaico do tabaco). Foi adicionado ao meio de cultura IPTG (isopropil
BD1tiogalactopiranosideo) que serve de indutor da expressdo de genes, 0s quais nao
sdo caracteristicos da bactéria utilizada. As bactérias foram mantidas em meio de
cultura suplementadas por 0,5% de glicose, por 16 a 18 horas. A extragdo da proteina
foi feita, primeiramente, centrifugando as bactérias a 5000 rpm a 4 °C por 30 minutos.
O precipitado é ressuspendido usando o tampéo de lise (50 mM de Tris-HCI, 300 mM
de NaCl, pH 8.0) e na presenca de lisozima e um inibidor de protease. Essa mistura foi
suspendida utilizando sonicamento em ultrassom. O lizado de células foi, entao,
centrifugado a 18000 rpm por 45 minutos e em uma temperatura de 4 °C. O
sobrenadante foi separado para a purificacdo. Essa purificacido foi feita usando uma
coluna de purificagdo com um tampéao A (50 mM de Tris-HCI, 300 mM de NaCl, pH 8,0)
e um tampao B (50 mM de Tris-HCI, 300 de mM NaCl, 500 mM de imidazol) e a corrida
foi feita usando um gradiente de imidazol. Apés essa primeira etapa, os eluentes com
pico unico no cromatograma foram injetados em uma coluna cromatografica de troca
aniénica usando um tampao A (50 mM de Tris-HCI, pH 8,5) e um tampao B (50 mM de
Tris-HCI, 1 M de NacCl, pH 8,0). Apds a coluna de troca anibnica os produtos eluidos
foram injetados em uma coluna por exclusao de tamanho usando uma coluna HiLoad
16/60 Superdex 75 pré equilibrada com um tampao SEC (10 mM de Tris-HCI, 100 mM
de NaCl, pH 8,0). A expressao e purificagdo do MtPtpB foi feita do mesmo modo, porém,
utilizando o plasmideo contendo o gene RV0163.

3.2 Cocristalizagao dos ligantes com as enzimas mtPtpA e mtPtpB e analise computacional
(GRUDNER et al, 2007)

As enzimas mtPtpA e mtPtpB foram, primeiramente, adicionadas as solugbes de 5
mM dos analogos selecionados. Apds o tempo necessario para a ligagéo, as enzimas sao
separadas e diluidas a 16 mg/mL no caso da MtPtpB e 6,6 mg/mL para a MtPtpA.

Em cada uma foram utilizados kits de cristalizagdo como MIDAS, MORPHEUS, PACT,
JCSG+ e HT-INDEX e a purificagao foi feita utilizando 10 mM de Tris-base com pH 7,5 e
NaCl.

As anadlises dos cocristais foi feita através do programa Scorpion onde foram
estudadas as ligagbes de cada um dos analogos com as enzimas para elucidar o
mecanismo de inibicdo de cada um e planejar melhorias estruturais das moléculas para
o planejamento de novos ligantes.
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4. Resultados e discussao

A biblioteca FS contendo inibidores covalentes a base de acrilamida foi a primeira
testada contra PtPA. Os resultados mostraram alguns acertos como FS185, FS137 e
FSGOI, este ultimo ja mostrou atividade contra o PtPB. A Figura 2 mostra as curvas de
cada composto e a Figura 3 mostra a porcentagem de ativagdo do PNPP dos melhores
compostos. Alguns compostos como FS217 e FS155 parecem ativar a enzima,
provavelmente isso esta acontecendo porque eles alteram o pH, aumentando a
atividade de PtPA e n&o por ativagao direta.
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Figura 2: Curva de atividade para cada inibidor testado.
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Figura 3: Porcentagem de ativagdo de PNPP pelos principais inibidores encontrados

Também foram rastreados os compostos a base de acido bordnico que foram
planejados para serem inibidores competitivos, uma vez que ha uma indicagao
de que essa fragao possa imitar o fosfato e, portanto, se ligar a enzima. A triagem
mostrou trés ocorréncias: TAT106, DMNT10 e MIS55. As Figura 4 e Figura 5
mostram as curvas para cada composto e a porcentagem de ativagcdo desses

compostos.
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Figura 4: Curva de atividade para cada inibidor competitivo testado.
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Figura 5: Porcentagem de ativacdo de PNPP para os melhores analogos encontrados.
Apds encontrar os hits em cada biblioteca, eles foram testados novamente em
triplicado para confirmar sua atividade. Apos o teste, o composto 4 foi escolhido
para medir o IC50: TAT106, FS213, DMNT10 e FS137. As Figura 6 e Figura 7
ilustram as curvas para cada composto testado em triplicado e a porcentagem de

ativacao de PNPP para as melhores moléculas.
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Figura 7: Porcentagem de ativagdo dos melhores analogos testados em ftriplicata. A
medi¢ao de IC50 em PtPA e PtPB ndo mostrou bons resultados, como pode ser
visto na Figura 8. A dose inicial de 1 mM parece inibir a proteina, mas em 0,5
mM ja é possivel notar alguma atividade e, portanto, o valor calculado de IC50 é
alto (0,415 mM). Estes dados e a baixa solubilidade na agua de todos esses

analogos podem indicar que a proteina esta sendo morta por outros
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Figura 8: Curva de IC50 do analogo TAT106.

Os outros compostos mostraram o mesmo padrdao de curva, por isso era
necessario verificar se as porgcoes basicas que foram projetadas para se ligarem
as proteinas podem de fato se ligar aos alvos. Assim, foi testada a afinidade de
ligacado da acrilamida, o componente basico dos inibidores covalentes (FS BB),
acido bdrico e citrato (esses dois ultimos funcionariam como inibidores

competitivos). Todos os compostos sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9: Estruturas base testadas contra PtPA e PtPB.

Os resultados em PtPB ndo mostraram atividade de nenhuma das moléculas
como pode ser observado na Figura 10. No entanto, para o PtPA, tanto a acrilamida
quanto o FS BB apresentaram uma boa atividade, principalmente o FS BB (curva

cinza). A Figura 11 mostra as curvas de atividade para cada composto contra
PtPA.

0,1
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Figura 10: Atividade dos compostos precursores contra PtPB
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Figura 11: Atividade dos compostos precursores contra PtPA.

Este resultado indica que a acrilamida pode se ligar a cisteina do
local ativo de PtPA. Para confirmar o teste de ligacao, foi feita uma
medida de IC50. A Figura 12 mostra que a curva, diferente dos hits das
bibliotecas, tem um perfil de inibigcdo direta. Ademais, o valor IC50 (0,163

mM) é um bom ponto de partida para um building block.
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Figura 12: Curva de IC50 do FSBB.

ApOs estabelecer que a acrilamida poderia se ligar a proteina, uma nova
série de analogos foi planejada com base na estrutura da tirosina. Utilizando o
anel aromatico ligado diretamente a acrilamida, esperava-se aumentar a afinidade
com as fosfatases. Os dois primeiros analogos FS440 e FS441 foram
sintetizados seguindo essa estratégia. A Figura 13 ilustra a légica por tras da

nova série de analogos.

Figura 13: Planejamento dos analogos FS440 e FS441 baseado na estrutura da tirosina.
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Os novos analogos foram entao testados para verificar sua afinidade com o
PtPA. Os resultados mostraram que ambos, como esperado, inibiram a enzima

em uma concentracido de 250 uM, como pode ser visto na Figura 14.

Figura 14: Curva de atividade dos compostos FS440 e FS441 contra PtPA.

Apds confirmar que o FS440 e o FS441 podem se ligar ao PtPA, foram calculadso
os seus respectivos IC50. Para o FS440, a curva (Figura 15) a curva saiu dentro do
esperado e o valor diminuiu substancialmente (0,065 mM). Isso pode indicar que
0s novos analogos podem se ligar melhor a enzima do que o building block, 0 que
indica um ganho de especificidade. Novos analogos serdo desenvolvidos para

diminuir ainda mais o valor do IC50.

128



0.09 o

oos— ®

0.07

0.06 —|

0.05

Response 1

0 LN LLLI R LLL LRI LRI | T 1

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 041 1

Concentration

Figura 15: Curva de IC50 para o analogo FS440.

Os ensaios de cristalizacdo ndo ocorreram como esperado. Os primeiros ensaios
usando os kits de cristalizagdo formaram alguns cristais no C12 do kit JCSG. No
entanto, apds a refragdo de Raio-X, descobriu-se que eram cristais de zinco e nao
proteinas. Mesmo as triagens usando o método dos artigos ndo resultaram na
formacédo de cristais. No entanto, os exames mostraram que as proteinas nao
sobreviveram em altas concentragdes de PEG (acima de 12% de PEG 6000) e baixo
pH (abaixo de 6,5). Os proximos passos estdo tentando cristalizar a proteina e
absorver os analogos projetados recentemente (FS440 e FS441) para ajudar a

orientar o planejamento das proximas moléculas.

5. Conclusao e perspectivas

As bibliotecas de compostos testadas inicialmente indicaram alguns hits que poderiam inibir
as enzimas PtPA e PtPB, porém nao foi possivel indicar que qualquer delas tinham a
capacidade de inibir diretamente as fosfatases. Com isso, foi necessario testar se a hipétese
de que os compostos derivado de acrilamida podiam reagir covalentemente com a cisteina
presente no bolsao catalitico das fosfatases. Assim, testou-se a acrilamida e o building block
utilizado na sintese da biblioteca original, além de borato e citrato como possiveis inibidores
competitivos. Os resultados mostraram que tanto a acrilamida quanto o building block eram
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capazes de inibir PtPA, porém ndo PtPB. A partir disso, foram desenhados dois outros
compostos utilizando a acrilamida e a estrutura geral da tirosina (FS440 e FS441). Ambos
compostos mostraram uma capacidade de inibicdo de PtPA, e o composto FS440 teve um
IC50 abaixo de 0,1 mM, o que é um importante ponto de partida para o planejamento de
compostos ainda mais especificos e com uma atividade melhor. Como perspectiva, além do
planejamento de melhores analogos esta a critalizagdo do PtPA e posteriormente

cocristalizacdo dos compostos para auxiliar no desenvolvimento de novas moléculas.
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