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Resumo

A tuberculose (TB) é considerada uma das principais doengas infecciosas e
apresenta fatores criticos como a relacdo com o HIV/AIDS, tratamento longo e a
resisténcia a multiplos farmacos. A enzima di-hidrofolato redutase das micobactérias
(mtDHFR) é um alvo pouco explorado e apresenta grande potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos contra TB. Estudos preliminares obtiveram
fragmentos com baixa afinidade a mtDHFR, entretanto com potencial para otimizacéo.
Com isso, o fragmento foi usado como prot6tipo para a proposicao de 22 analogos. Os
compostos foram planejados utilizando informagbes sobre ligantes e a estrutura
tridimensional de mtDHFR, além do biososterismo como estratégia norteadora. Os
ensaios de docking molecular com a mtDHFR revelaram que os analogos propostos
tiveram escores interessantes e, além disso, a insercdo de substituintes demonstrou
favorecer a ligacdo a enzima, o que corroborou o planejamento. Com isso, sintetizou-se
22 analogos planejados e o protétipo MB872, por meio de protocolos de alquilagéo,
hidrélise e cicloadicdo 1,3 dipolar para os compostos com anéis triazol e tetrazol. Os
compostos foram obtidos com rendimentos de bom a 6timo (60 ~ 90%) e suas estruturas
foram elucidadas por RMN 'H e *3C. Os resultados do ensaio de inibicdo enzimatica
corroboraram com os dados de docking, uma vez que a presenca do grupo carboxilico
revelou ser importante para a atividade. Além disso, alguns dos compostos revelaram
atividades interessantes, entre 8 a 40 uM, sendo que o mais ativo apresentou ICso de
7 uM. Ensaios de cinética enzimatica com o0 analogo mais ativo indicou uma inibicdo
nao competitiva com o substrato natural da enzima, uma vez que os valores de K, se
mantiveram constantes, enquanto Vmax decaiu (0,22 uM e 0,43 — 0,34 AFU/min,
respectivamente). Os analogos sintetizados foram mandados para ensaio in vitro para

avaliar a atividade frente a micobactéria.

Palavras-Chaves: Quimica Farmacéutica, Tuberculose, mtDHFR, otimizacdo de

fragmentos, bioisosterismo.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an important infectious disease and presents critical factors
such as the relationship with HIV / AIDS, long treatment and resistance to multiple drugs.
The enzyme dihydrofolate reductase from mycobacteria (MtDHFR) is & poorly explored
and presents great potential to be a target for new drugs against TB. Preliminary studies
have obtained fragments with low affinity to mtDHFR, but with potential to become lead
compounds. Therefore, the fragment was used as a prototype for 22 analogues
proposed in this work. The compounds were designed using bioisosterism, information
about ligands and the three-dimensional structure of mtDHFR. Molecular docking assays
with mtDHFR revealed satisfactory scores for anlogues. Furthermore, the insertion of
substituents seemed to increase the affinity with the enzyme. Thereby, twenty two
analogues and prototype were synthesized using alkylation, hydrolysiss and 1,3-dipolar
cycloaddition methods. The compounds were obtained in good yields (60 ~ 90%) and
their structures were elucidated with *H and *C NMR spectroscopy. The enzymatic
affinity assay corroborates docking results, because the presence of carboxyl group
showed to be important for the activity. Furthermore, some of the compounds revealead
interesting activities, ranging 8 to 40 uM. The most active showed ICs, of 7 uM and
enzyme Kinetics assays indicated noncompetitive inhibition with natural enzyme
substrate. The synthesized analogs were sent for in vitro assay to assess mycobacteria

activity.

Keywords: Pharmaceutical Chemistry, Tuberculosis, mtDHFR, fragments optimization,

bioisosterism.
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1 INTRODUCAO
1.1 Tuberculose: consideragdes gerais

A tuberculose (TB) é considerada uma das principais doencas infecciosas, na
gual as micobactérias, especialmente o Mycobacterium tuberculosis (MTB), acometem
principalmente o tecido pulmonar, causando extensivas lesdes. Atualmente, a TB faz
parte das “trés grandes doengas”, juntamente a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e a malaria.
Essas doencas apresentam alguns aspectos de doencas negligenciadas, entretanto
elas ndo estdo presentes na lista oficial de doencas negligenciadas da Organizacdo
Mundial da Saude (OMS). A auséncia na relacdo da OMS ¢ justificada com o fato de se
observar extensivos esfor¢cos para o combate dessas trés doencas, como programas de
prevencdo e grandes investimentos em pesquisas. No ano de 2014, por exemplo,
HIV/AIDS tiveram um investimento de 5,4 milhdes de dolares, enquanto que malaria e
TB tiveram 1,7 e 0,7 milhdes de dolares, respectivamente. Contudo, a TB ainda exerce
forte pressao sobre a saude publica mundial, uma vez que, entre os anos de 2012 e
2016, foi a principal causa de Obitos entre as doencas infecciosas, ganhando de
HIV/AIDS (Canuto et al., 2015; WHO, 2017).

A OMS calcula que 1/3 da populacdo mundial esteja infectada com o
Mycobacterium tuberculosis. Em 2016, estimou-se uma incidéncia de 10,4 milhdes de
casos de TB (Figura 1) e ainda no mesmo ano, houve a notificacdo de 1,7 milhdes de
Obitos em decorréncia da doenca (WHO, 2017). Os indices de mortalidade sao
expressivos nos paises de baixa renda, uma vez que estes representam 95% do total
de 6bitos em todo o mundo (Fogel, 2015). No Brasil, a situacdo também é alarmante,
uma vez que a estimativa de mortalidade para 2016 foi de 7 mil casos. Outro fator
importante € o Brasil estar entre os 30 paises que, somados, representam 86% dos
casos de TB no mundo (WHO, 2017).
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Figura 1: Taxa de incidéncia de TB (todas as formas) para cada 100 mil habitantes em 2016
(WHO, 2017).

Outro ponto problematico da tuberculose é o aspecto sinérgico que ha com
HIV, o qual causa a AIDS. Essa interacdo com a HIV/AIDS aumenta a morbidade e
mortalidade da TB e isso se torna evidente ao observar que em 2016 22% dos 6bitos
por TB eram portadores de HIV. A relacdo entre os casos de TB e HIV/AIDS é
fundamentada no fato de que o individuo HIV positivo possui 50% de chance de
progredir da forma latente para a forma ativa da TB, enquanto que um individuo néo
infectado pelo virus apresenta apenas 10% de chance de progressao da doenca (Pinto
e Carvalho, 2014; WHO, 2014; WHO, 2017).

No que tange a fisiopatologia da tuberculose pulmonar (85% dos casos de TB),
a infeccdo inicia-se quando pequenas particulas aerossol contendo bacilos viaveis,
expelidas por um individuo com a forma ativa da doenca, séo depositadas nos pulmdes
de um novo hospedeiro (Figura 2). Ao chegar aos pulmdes, os bacilos sédo fagocitados
pelos macréfagos alveolares, o que resulta na liberagéo de citocinas e quimiocininas
regulatorias (IL-10) e pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1-a e IL-1-B). A apresentacao dos
antigenos dos bacilos pelos macréfagos e as citocinas liberadas estimulam o
recrutamento de mais leucécitos envolvidos com processos inflamatérios. As
guimiocininas CXC (L1, L2 e L5) e CCR2 modulam o recrutamento de neutréfilos e
macrofagos, respectivamente, enquanto que o TNF-a, IL-12 e CXC (cognato) promovem
a migragdo de ceélulas dendriticas, o que resulta na imunidade adaptativa (Cambier et
al., 2014; Dorhoi e Kaufmann, 2015; Fogel, 2015).
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Figura 2: Ciclo patogénico do M. tuberculosis (Adaptado de Cambier, Falkow e Ramakrishnan,
2014).

Além da citocinas e quimiocininas, a presenca do MTB estimula a producéao de
metaloproteinases, as quais alteram o microambiente pulmonar. A unido da agéo dessas
enzimas com o processo imunolégico culmina no surgimento do granulona, o qual é
marca caracteristica da TB (Dartois, 2014; Dorhoi e Kaufmann, 2015).

O granuloma pode evoluir para uma necrose caseosa (do latim, caseum =
gueijo), que recebe este nome por sua forma lembrar-se a do queijo. Esse nucleo
necrotico favorece a proliferacdo do MTB e, com o extravasamento desse liquido,
havera a liberacdo de bacilos para novas infec¢cdes (Cambier et al., 2014; Dartois, 2014;
Majeed et al., 2015).

Nos casos em que o0 sistema imune gera uma resposta eficaz contra o
patdgeno, a tuberculose é classificada como latente. Esse estado de dorméncia dos
bacilos é decorrente do controle de sua proliferacdo pelos macrofagos e formacgéo do
granuloma. Todavia, mesmo havendo um estado de laténcia da micobactéria, ha o risco
de 5 a 10% dos casos evoluirem para a forma ativa, evidenciando um problema ainda
maior na erradicagéo da tuberculose (Dutta e Karakousis, 2014).

Adicionalmente, também ha os casos de tuberculose extrapulmonar (10 % dos
casos de TB), nos quais os bacilos se instalam em outros 6rgaos além dos pulmdes.
Esses casos comumente ocorrem em pacientes em coinfeccdo com HIV/AIDS, visto a
vulnerabilidade imunolégica. Dentre os outros 6rgdos infectados pelos bacilos (pleura,
ganglios linfaticos, abdémen, trato geniturinario, pele, articulagdes, 0Ssos e meninges),
0 sistema musculoesquelético representa a maioria dos casos, destacando-se a coluna

vertebral (Doenca de Pott) (Garg e Somvanshi, 2011; Dunn e Bem Husien, 2018).
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Atualmente, o tratamento da TB consiste na utilizacdo de rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol por dois meses e em seguida rifampicina e
isoniazida por mais quatro meses (Figura 3). Por mais que seja uma combinacgéo eficaz,
a longa duracédo desse protocolo € diretamente responsavel pela baixa adesédo do
paciente ao tratamento, o que pode levar aos quadros de resisténcia (Zumla et al.,
2014).

Rifampicina (1) Isoniazida (2)

H

O, o]
A !
N/\/N\(\ E Y “NH,
H |
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Etambutol (3) Pirazinamida (4)

Figura 3: Estruturas quimicas dos farmacos utilizados no tratamento da TB

A resisténcia é considerada um dos principais agravantes da TB, uma vez que
em 2016 foram estimados 600 mil casos de TB resistente aos farmacos usados no
tratamento (WHO, 2017). Atualmente, a questdo evoluiu para 0s casos de resisténcia a
multiplos farmacos (MDR, do inglés multidrug resistance), a qual é caracterizada pela
falta de eficacia dos dois mais importantes farmacos, isoniazida e rifampicina. Nos casos
de MDR-TB, o tratamento passa a se basear nos farmacos de segunda linha
(fluoroquinolonas e aminoglicosideos), entretanto, essas substéncias sao mais toxicas,
onerosas e menos eficazes. Adicionalmente a resisténcia, o controle da TB também
enfrenta a falta de uma vacina eficaz e os diagndsticos feitos de modo tardio (Fogel,
2015; Fonseca et al., 2015).

A combinacdo dessas questfes resulta na necessidade de novos tratamentos
e farmacos, visto que o protocolo de tratamento atual é o preconizado ha mais de 20
anos. O fato de que os farmacos empregados no atual protocolo foram descobertos ha
mais de 50 anos também representa uma importante questdo, isto €, a inser¢do de
novas substincias pode gerar uma resposta mais eficaz e com menor tempo de
tratamento (Hawn et al., 2014).

Haja vista a necessidade de novos farmacos, a obtencdo de alvos inéditos
apresenta um desafio nesse processo. Nesse contexto, os estudos de gendmica e

protedmica do MTB desempenham um papel importante na obten¢éo de novos alvos
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proteicos potencialmente interessantes (Ehebauer e Wilmanns, 2011; Zumla et al.,
2014).

Um dos alvos proteicos que recentemente tem despertado interesse é a enzima
di-idrofolato redutase (DHFR) (EC 1.5.1.3), visto que um estudo randomizado
demonstrou que a combinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima (TMP), o qual inibe
DHFR de protozoarios e bactérias, diminui a mortalidade e morbidade de pacientes com
coinfeccdo TB e HIV/AIDS (Wiktor et al., 1999). Adicionalmente, ndo ha nenhum
farmaco na terapéutica que atue na DHFR do Mycobacterium tuberculosis (mtDHFR) e,
além disso, explorar as diferencas existentes entre as isoformas dos humanos e do MTB
pode originar um inibidor com maior seletividade (Kompis et al., 2005).

1.2 Di-idrofolato Redutase de Mycobacterium tuberculosis (mtDHFR)

A DHFR é uma enzima essencial no metabolismo do folato de seres
eucariontes e procariontes, como 0 Mycobacterium tuberculosis. Sua acdo consiste na
catalise da reacdo de reducdo do acido félico para acido di-idrofélico (DHF), que
posteriormente também sera reduzido para acido tetraidrofélico (THF), por meio da
mesma enzima e do cofator nicotinamida adenosina fosfato (NADPH) (Figura 4). O THF,
por sua vez, sofrera a acdo da enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT), a qual faz
uma metilacdo ao seu substrato mediante a conversdo do aminoacido serina em glicina.
O 4&cido N,N-metilenotetraidrofélico formado na metilacdo transferira o carbono
proveniente da serina para o acido uridilico, por meio da enzima timidilato sintase (TS).
Essa reacdo resulta na formacdo do acido timidilico, o qual sera incorporado na
molécula de DNA (Kompis et al., 2005; Czekster et al., 2011).

A inibicdo da mtDHFR representa um importante mecanismo de a¢ao contra a
TB, visto que a interrup¢ao da reducédo do DHF ocasiona a diminui¢do da concentracao
intracelular de THF, que por sua vez limitard a produgéo do acido timidilico. A falta desse
nucleotideo resulta em um impedimento da sintese de DNA e, com isso, ha uma
anomalia no metabolismo celular do MTB que pode levar & morte da bactéria (White et
al., 2004).

Estruturalmente, a mtDHFR consiste em uma folha 3 central, composta por sete
cadeias paralelas e uma antiparalela, rodeada por quatro a hélices (Li et al., 2000)
(Figura 5). Comparando-se a estrutura das isoformas existentes, evidencia-se que ha
74% de diferencas entre a estrutura primaria da DHFR humana (hDHFR) e a mtDHFR.
Além disso, a enzima bacteriana possui maior atividade em meio mais acido (0,015
pmol/min em pH 5), enquanto a humana atua mais satisfatoriamente em pH ligeiramente
alcalino (0,012 pmol/min em pH 9) (White et al., 2004).
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Figura 4: Via biossintética para o acido folico. DHFR: Di-idrofolato redutase; NADPH:
Nicotinamida adenosina fosfato; SHMT: Serina hidroximetiltransferase; dRP: Desoxirribose

monofostato (Kompis et al., 2005).

Figura 5: Estrutura tridimensional da mtDHFR com os elementos da estrutura secundaria
identificados. Cadeias 3 destacadas em azul e a-hélices em lilas. BA, BB, BC, BD, BE, BF e BH:
Sete cadeias paralelas que constituem a folha B central. BG: Unica cadeia antiparalela
pertencente a folha 3 central. aB, aC, aE e aF: Quatro a-hélices que envolvem a folha {3 central

(Estrutura cristalogréfica, ndo publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Mércio V. B. Dias).
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Embora a sequéncia primaria da mtDHFR seja consideravelmente diferente da
hDHFR, o sitio ativo das duas isoformas apresenta semelhancgas, visto que nessa regiao
h& uma similaridade de 55% entre as sequéncias primarias da enzima humana e da
micobacteriana. Entretanto, o estudo do cocristal da mtDHFR com alguns inibidores
revelou a presencga de uma molécula de glicerol interagindo com os residuos hidrofilicos
Trp22, Asp27 e GIn28 do sitio ativo, 0 que mostra uma importante diferenca com a
isoforma humana, a qual possui residuos mais hidrofébicos nessa regiao (Leu22, Pro26
e Phe3l) (Li et al, 2000). Ademais, estudos preliminares e ndo publicados
demonstraram como os residuos Arg60 e Phe31 da mtDHFR formam um novo bolso
nao existente na isoforma humana, uma vez que nessa enzima o residuo de arginina é
substituido por uma isoleucina (Figura 6). Essa substituicdo resulta na perda de uma
possivel interacdo ibnica, uma vez que o residuo de isoleucina ndo sofre protonacgéo
como a arginina. Diferencas entre as enzimas revelam uma possivel estratégia para o
planejamento de inibidores com maior seletividade, por meio de insercdo de grupos que

interajam apenas com os residuos do bolso presente na isoforma micobacteriana.
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Figura 6: (A) Bolso formado pelos residuos Arg60 e Phe31 na mtDHFR (Estrutura cristalogréfica,
nao publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias). (B) Residuo de 11e60 no lugar
da Arg60 na hDHFR (PDB: 5HPB).

Algumas substancias apresentam ligeira atividade inibitéria contra mtDHFR,
tais como cicloguanila (CYG), Trimetoprima (TMP), pirimetamina (PYR) e WR99210
(Figura 7). Entretanto, nenhuma delas é utilizada no tratamento da TB e apresentam

problemas como falta de seletividade e intolerancia gastrintestinal (Then, 2004).
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Figura 7: Estruturas quimicas de alguns inibidores de mtDHFR. (17) Derivado de glicerol mais
mais ativo e seletivo contra mtDHFR (El-Hamamsy et al., 2007); (18) Tripeptideo (WYY) mais
promissor obtido na triagem de inibidores de mtDHFR (Kumar et al., 2010); (19) Derivado 2,4-

diamino-triazinico com maior atividade (Tawari et al., 2015).

A baixa afinidade da CYG, TMP e PYR pela mtDHFR pb6de ser justificada pelo
estudo de Dias e colaboradores (2014). O trabalho demonstrou, pela primeira vez, a
existéncia de duas conforma¢fes da mtDHFR: uma aberta e outra fechada e ativa
cataliticamente. Na forma ativa, o residuo de Tyrl00 interage com o NADPH,
ocasionando a projecado da porcao ribose-nicotinamida para fora do sitio ativo. Essa
alteracdo justifica a baixa afinidade desses inibidores pela a enzima, uma vez que esses
compostos necessitam da ribose-nicotinamida no interior do sitio ativo para realizar
interacbes m-stacking. A comprovacdo dessa hip6tese se deu ao observar o aumento
da afinidade da CYG, TMP e PYR por uma forma mutada da mtDHFR, a qual teve a
Tyr100 substituida por Phe100 (Dias et al., 2014).

Desde o trabalho de Li e colaboradores (2000), estudos vém sendo publicados
com novas substancias atuando na mtDHFR. Baseado no bolso formado entre o glicerol
e os residuos hidrofilicos da mtDHFR, EI-Hamamsy e colaboradores (2007) propuseram
analogos a 15 com grupos que mimetizam o glicerol. Esse planejamento resultou no
composto 17, o qual apresentou interessante atividade e seletividade contra a mtDHFR.
Esse resultado foi inferido ao observar a inibicdo do crescimento de uma cepa de
Saccharomyces cerevisiae mutada com o gene para a expressdo da mtDHFR. A
seletividade foi indicada pela baixa inibi¢éo do crescimento do fungo mutado com o gene
gue expressa a isoforma humana da enzima. Outro estudo avaliou uma série de
pequenos peptideos como possiveis compostos-lideres, obtendo-se o composto 18
como o mais promissor (mtDHFR Kq= 1,78.10°; hDHFR Kg4 = 2,09.107) (Kumar et al.,

2010). Mais recentemente, Tawari e colaboradores (2015) obtiveram o composto 19, a
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partir de analogos com diferentes substituintes ao anel 2,4-diamino-triazinico, o qual
apresentou interessante atividade e seletividade para a mtDHFR (ICso = 5,1 uM + 0,195).

Estudos prévios, e ndo publicados, evidenciaram alguns fragmentos, oriundos
de screening por Thermal Shift', com interessante afinidade pela mtDHFR. A triagem foi
realizada com uma biblioteca de 1250 fragmentos, os quais atendem a “regra dos trés™.
Destacaram-se 0s compostos que causaram um deslocamento da temperatura de
melting (ATm) acima de 1 °C. Comumente, o aumento do ATm em 1 °C indica
compostos com boa afinidade ao alvo (Matulis et al., 2005). Com isso, o fragmento
MB872 (20) (Figura 8) destacou-se por apresentaram um aumento satisfatério do ATm.

Ensaios revelaram uma baixa afinidade do MB872 (20) pela isoforma humana
e micobacteriana da DHFR (Kqde 500 uM mtDHFR). A baixa afinidade de fragmentos é
esperada por apresentarem reduzidos pontos de interacdo (Price et al., 2017),

entretanto podem ser utilizados como protétipos para otimizacao.

MB872 (20)
AT,=+1.91°C

Figura 8: Fragmentos obtidos no screening por Thermal Shift, sugerindo a afinidade pela
mtDHFR.

A cocristalografia do MB872 (20) com o mtDHFR revelou importantes
informacBes sobre o0 modo como o fragmento interage com sitio ativo da enzima. Na
figura 9, é possivel observar que o anel A estd em um bolso formado pelos residuos
Tyrl00, Ser49 e lle94 (backbone). Dessa forma, a insercdo de grupos aceptores e
doadores de ligacdo de hidrogénio nesse anel pode resultar em uma maior interacao
com o bolso, além da possibilidade de estabelecer uma interacéo r stacking com Phe31
(Figura 9). Por outro lado, a regido B revelou estar inserida em um bolso hidrofébico

formado pelos residuos de Leu50, Pro51, Val54 e Leu57. Por fim, foi observado que a

1 Método que quantifica a variagdo de temperatura de desnaturacdo proteica (ATm)
frente a diferentes condi¢des. Comumente é empregado para detectar ligantes que aumentam a
ATm. Quanto maior for a interagdo com a proteina, maior serd a variacdo da temperatura de
desnaturacéo (Koshland, 1958; Scott et al., 2012).

2 Variagdo da “Regra dos Cinco de Lipinski”, a qual determina valores especificos de
descritores fisico-quimicos para fragmentos, sendo estes: massa molecular menor que 300 Da,
menos de 3 grupos doadores ou receptores de ligacdo de hidrogénio e cLogP menor ou igual a
3 (Joseph-Mccarthy et al., 2014).
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carboxila do anel C realiza uma interagdo i6bnica com o residuo da Arg60, mimetizando

a porgéo glutamato do metotrexato (Figura 9).

TYR-100
1LE-94 ARG-00
PHE-31
; ‘ :

Figura 9: Distancias (em A) entre 20 e alguns aminoacidos de interesse.

Os dados cristalograficos, a maior afinidade pela a mtDHFR em relacéo a
isoforma humana e a sintese pouco complexa faz do fragmento MB872 um bom
prototipo a ser otimizado, para potencialmente obter-se um candidato a farmaco inibidor
da mtDHFR.

1.3 Planejamento de Farmacos

Com a continua pressdo que as doencas exercem na saude publica, a
obtencdo de novos farmacos representa uma importante demanda. Entretanto, esse
processo de descobrimento apresenta muitos desafios, tais como longo tempo, custos
e a integracdo de conhecimentos de multiplas areas das ciéncias farmacéuticas. Para
tanto, € necessario um conjunto de abordagens multidisciplinares que unidas
fundamentam o planejamento racional de farmacos (Mandal, Moudgil e Mandal, 2009).

O planejamento racional de farmacos pode ser dividido em duas abordagens,
a primeira consiste na utilizacdo do conhecimento acerca da estrutura tridimensional do
alvo (SBDD, do inglés Structure-Based Drug Design), enquanto que a segunda utilizada
informacgbes sobre ligantes com atividade previamente conhecida (LBDD, do inglés
Ligand-Based Drug Design). Em ambos 0s casos, 0 uso de softwares da area pode
auxiliar no planejamento, caracterizando o denominado planejamento de farmacos
auxiliado por computador (CADD, do inglés Computer-aided drug design) (Figura 10)
(Vangrevelinghe e Rudisser, 2007; Wang et al., 2015).
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Figura 10: Organograma das técnicas de planejamento de farmacos auxiliado por computador.

SBDD é uma das abordagens mais eficientes na obtencéo de novos farmacos,
uma vez que se fundamenta no conhecimento das bases moleculares da doenga e
utiliza a informacédo acerca do alvo biolégico para a proposi¢do de possiveis ligantes
(Lionta et al., 2014). Os dados do alvo possibilitam inferir uma série de informacdes que
corroboram no planejamento, tais como o volume maximo do ligante, locais de interagao
e padrbes estruturais necessarios para maior afinidade. A abordagem por SBDD: o
planejamento de novo, o docking molecular, também conhecido como ancoramento
molecular e o virtual screening (VS) (Ou-Yang et al., 2012; Lionta et al., 2014).

No planejamento de novo utilizam-se softwares e a estrutura do alvo bioquimico
para a proposicao de por¢cdes moleculares que potencialmente interajam com o sitio da
proteina. Geralmente esses fragmentos sdo unidos ou expandidos, gerando possiveis
ligantes. Com isso, 0os compostos obtidos sdo usados como referéncia para encontrar
em quimiotecas substancias com semelhancas estruturais (Wang et al., 2015).

No estudo de docking, ou ancoramento molecular, ha a predi¢cao das possiveis
posicdes dos ligantes no interior do sitio do alvo proteico, com o propdésito de gerar uma
classificacdo dessa interacdo. Para tanto, fatores como a escolha e o tamanho do local
de interagdo, bem como o tipo de pontuagéo representam um importante ponto do
estudo. Com as informagdes obtidas no ancoramento a proposicao e a sintese de novos
compostos tornam-se mais direcionada (Ferreira et al., 2015). Ainda nesse contexto, o
VS consiste em uma técnica de triagem, na qual se utiliza dos calculos de docking para
a deteccao de ligantes com afinidade ao alvo (Kalyaanamoorth e Chen, 2011).

De maneira antagbnica, o LBDD apresenta-se como uma abordagem aplicada
guando nao ha o conhecimento da estrutura tridimensional do alvo bioquimico. Nesse
ambito, novos compostos sao propostos com base na estrutura de ligantes previamente

conhecidos e ativos. Essas novas substancias sdo obtidas por meio de modificacfes
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moleculares baseadas em similaridades fisico-quimicas, que podem resultar em
compostos mais ativos. Dentre as ferramentas utilizadas no LBDD, pode-se destacar o
estudo da relacé@o quantitativa entre a estrutura do ligante e a atividade biologica (QSAR,
do inglés Quantitative Structure Activity Relationship), modelagem farmacoforica,
andlise do campo molecular e a avalicdo de similaridade 2D e 3D (Acharya et al., 2011;
Ou-Yang et al., 2012; Ferreira et al., 2015).

Quando ha informacgbes tanto da estrutura do alvo quanto de ligantes, a
atuacao sinérgica de SBDD e LBDD pode ser aplicada, o que representa uma forte
estratégia para aumentar a possibilidade de sucesso na obtencdo de novos compostos
com atividade biolégica. A combinacdo das duas abordagens resulta em um acumulo
consideravel de informacg6es para o planejamento de farmacos, tais como a unido do
conhecimento estrutural do sitio ativo com a estrutura de ligantes previamente ativos na
mesma regido (Keser(i e Makara, 2006; Lionta et al., 2014).

Durante a realizacdo de um planejamento racional por SBDD e LBDD, a
utilizacdo das estratégias de modificac6es moleculares é fundamental para a obtencéo
de novos compostos. Para tanto, comumente empregam-se o bioisosterismo, hibridacdo
molecular, simplificacdo molecular e a variacdo da posi¢éo e dos grupos substituintes
de sistemas anelares (Patrick, 2008).

O bioisosterismo é definido como substancias estruturalmente relacionadas
gue apresentam propriedades bioldgicas similares ou antagbnicas. Para a obtencao
dessas novas estruturas analogas, utiliza-se da substituicdo de grupamentos isésteros,
sendo que essas trocas podem ser consideradas classicas ou ndo classicas (Lima e
Barreiro, 2005). Yang e colaboradores (2013) verificaram que a substituicdo
bioisostérica do anel 1,3,4-oxatiazol-2-ona pelo 3H-1,2,4-ditiazol-3-ona resultou em um
aumento da atividade contra o Mycobacterium tuberculosis, obtendo compostos

promissores para o tratamento da tuberculose (Figura 11).

Bioisosterismo
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Figura 11: Estruturas quimicas e MICg dos compostos do estudo de Yang e colaboradores
(2013).

Outra abordagem da modificagdo molecular é a variagdo e/ou troca de
substituintes em sistemas anelares. Essas substituices podem alterar a afinidade e a

natureza do efeito farmacologico, uma vez que essas alteracdes modificam varios
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parametros dos farmacos, como o coeficiente de particdo, a densidade eletrbnica, o
ambiente estérico, a farmacocinética, e o modo como as intera¢des ocorrem no sitio do
alvo (Patrick, 2008; Wermuth, 2008). Karabanovich e colaboradores (2016) avaliaram a
atividade inibitéria de varios compostos contra Mycobacterium tuberculosis e foi possivel
estabelecer como a troca de substituintes em anéis pode alterar a atividade. Um
exemplo disso foi a maior atividade inibitéria de um composto com uma metoxila em
para (23), em relacdo ao analogo com o cloro na mesma posicao (24) (Figura 12). Desta
forma, a utilizacdo dessa abordagem é capaz de gerar compostos com caracteristicas
mais desejaveis tanto para a interagdo com o alvo, quanto para propriedades fisico-
guimicas (Patrick, 2008; Wermuth, 2008).

NO, NO,
N -N
N- N
! 9—8/_@ I \>_er
MeO S NO, | Cll S NO,
| |
Z 23 Z 24
ICgg = < 0,03 uM ICgg = 0,125 pM

Figura 12: Estruturas quimicas e 1Cos dos compostos de Karabanovich e colaboradores (2016).
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

A busca por novos farmacos contra TB € algo de grande interesse, uma vez
gue os dados epidemioldgicos, o longo tratamento (que implica em baixa adesao),
juntamente a MDR e a coinfec¢cdo com HIV/AIDS fazem da doenca uma das grandes
preocupacdes de saude publica no mundo (Fogel, 2015).

Como atualmente ndo ha nenhum inibidor da mtDHFR na terapéutica, esse
campo mostra-se bastante oportuno e pouco explorado, logo, o aprimoramento de
compostos que apresentam ligeira afinidade a mtDHFR é uma forte estratégia. Para
tanto, o uso da acdo sinérgica das abordagens SBDD e LBDD representa uma
racionalidade que pode gerar de maneiras mais eficientes novos compostos com perfil
farmacoldgico adequado.

Face ao exposto, o trabalho teve como objetivo central, a utilizacdo de
bioisosterismo, variacdes das posicdes e dos grupos substituintes e informacgdes acerca
de ligantes e da estrutura tridimensional da mtDHFR para propor e sintetizar analogos
ao fragmento previamente obtido por triagem. Com isso, 0Ss seguintes objetivos
especificos foram atingidos:

I.  Realizar docking molecular das substancias planejadas, sobre a enzima
MtDHFR, e avaliar os perfis de interacdo, para assim elencar os analogos mais
promissores;

Il.  Sintetizar os analogos que apresentarem melhor perfil de interacéo nos estudos
tedricos de ancoramento com a mtDHFR;

1. Realizar os ensaios in vitro de inibicido enzimatica, sobre a mtDHFR, dos
analogos sintetizados;

IV. Realizar ensaios in vitro de cinética enzimatica, para proposi¢do do mecanismo
da inibicdo enzimética

V. Realizar ensaios in vitro de atividade microbioldgica para aqueles analogos que

apresentarem melhor perfil de atividade nos ensaios enzimaticos.



29

3 PLANEJAMENTO DAS SERIES PROPOSTAS

Como o fragmento MB872 apresenta ligeira afinidade e maior seletividade pela
mtDHFR, além de uma obtencgéo sintética mais simples, ele foi escolhido como prot6tipo
para otimizacdo. Para tanto, o trabalho foi dividido em quatro etapas, a saber: | Docking
molecular; Il Sintese dos analogos; Il Ensaios de inibicdo enzimatica; IV Ensaios de
cinética enzimatica; V Ensaios de atividade antimicobacteriana. Inicialmente foi
realizado o docking molecular com os analogos ao fragmento sobre a mtDHFR, para
avaliar os perfis de interagdo com o0 alvo e com isso direcionar os procedimentos
sintéticos. Em seguida as substancias mais promissoras reveladas nos estudos de
docking foram sintetizadas, para posteriormente terem sua atividade microbiolégica e
inibicdo enzimatica mensuradas. Desta forma, os dados obtidos ao longo da pesquisa

poderao ser utilizados para a proposi¢cdo de novas estruturas (Figura 13).
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Figura 13: Fluxograma de trabalho proposto no projeto.

Para a proposicdo de analogos ao fragmento MB872 foram empregadas
variac@es das posicdes e dos grupos substituintes dos sistemas anelares, substituicbes
bioisostéricas e dados obtidos na cocristalizacgdo com mtDHFR. Com o intuito de
organizar as séries propostas, a estrutura do MB872 foi dividida em trés por¢bes: A, B
e C (Figura 14).

Para as proposi¢oes na porgéo A, utilizou-se da informacao de que o anel esta
proximo a residuos potencialmente receptores e doadores de ligagdo de hidrogénio
(Tyr100, Ser49 e com o oxigénio do backbone da lle94). Portanto, foram propostos
substituintes que possam realizar esse tipo de interagdo. Além de avaliar as possiveis
ligacbes de hidrogénio, a insercdo desses grupos também podera revelar os efeitos
desses substituintes ao anel. Esse conjunto de modificagbes origina a série | de

compostos a serem sintetizados.
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Inicialmente, as modificacbes propostas para a por¢cdo B baseiam-se no
bioisosterismo (troca do carbono metilénico por nitrogénio, enxofre e oxigénio) e
retroisosterismo (mudanca na posicdo entre o carbono metilénico e o oxigénio).
Adicionalmente, foi proposta a insercdo de um terceiro anel, dado que a analise do
cocristal revelou uma cavidade que, possivelmente, comporte moléculas maiores.

A série lll, que apresenta modificacfes na porgéo C, inicia-se com a proposi¢ao
de estruturas com variacao da posi¢cdo do grupamento carboxila e substituicdo do grupo
acido pelo éster metilico. A presenca da por¢ao éster e a variagdo da posi¢ao do grupo
carboxilico também foram propostos para alguns analogos da série | e Il. Ademais, essa
regido possivelmente faz uma interacdo ion-ion com o residuo da Arg60, portanto, foi
proposto a substituicdo do grupo carboxilico pelo anel tetrazélico, o qual é um

bioiséstero acido.
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Regido de possiveis ligagdes de Regido de interacdo n-stacking ox . N
. S . R de int:
hidrogénio com residuos/backbone dos com Phe31 e/ou interacio ionica ngr;aire 613 Z;af;;(l))HFR
aminoacidos Tyr100, Ser49 ¢ Ile94 hidrofébica com Ie94 g
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s O aTAES
R, R,
R; = OMe; R, = m-COOH W =NH; Y = CH,; R, = m-COOH R; =H; R, = m-COOMe
R; = OMe; R, = m-COOMe W = NH; Y = CH,; R, = m-COOMe R; =H; R, = p-COOH
R; =NO,; R, = m-COOH W=S;Y =CH,; R, =m-COOH R; =H; R, = p-COOMe
R; =NO,; R, = m-COOMe W=S;Y =CH,; R, = m-COOMe R; = OMe; R, = p-COOH
R; =NH,; R, = m-COOH W =CH,; Y = 0; R, = m-COOH R; = OMe; R, = p-COOMe
R; = OH; R, = m-COOH W = CH,; Y = O; R, = m-COOMe R; = H; R, = m-tetrazol

W/Y = 1,2,3-triazol; R, = m-COOH

WI/Y = 1,2,3-triazol; R, = m-COOMe

W = 0; Y = CH,-1,2,3-triazol; R, = m-COOH
W = 0; Y = CH,-1,2,3-triazol; R, = m-COOMe

Figura 14: Estruturas quimicas dos 22 compostos propostos, divididos em trés porcoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos in silico

Utilizando o fragmento MB872 como protétipo foram planejados 22 anélogos.
Com o intuito de delinear os mais promissores e, com isso, orientar a sintese, foi
realizado o docking dos compostos propostos frente a mtDHFR. O cocristal utilizado foi
fornecido em parceria com o Prof. Dr. Marcio V. B. Dias.

Os ensaios de docking foram empregados com o intuito de guiar o planejamento
e a sintese dos compostos. Por mais que estudos mais aprofundados sejam mais
indicados, tais como dindmica molecular, o emprego do docking para a delimitacdo da
sintese pode ser suficiente, uma vez que fornece indicios de pontos de interacdo com o
bolso (De Ruyck et al., 2016)

Para a escolha do protocolo de docking e sua validacdo foram feitos redockings
do fragmento MB872 na mtDHFR. O método de redocking que apresentou o melhor
valor de RMSD (root-mean-square deviation) (1,2 A) utilizou a funcdo de escore
“ChemScore”, o carbono zeta do residuo Phe31 (CZ-Phe31) como centro, raio de 10 A
a partir do centroide e velocidade lenta para o algoritmo genético. A presenca das
moléculas de 4gua cocristalizadas durante o redocking mostrou-se importante, uma vez
que 0 mesmo método sem essas moléculas resultou em um RMSD de 2,4 A. O NADPH
também foi mantido durante o processo, uma vez que Dias e colaboradores (2014)
demonstraram como a por¢ao ribose nicotinamida pode ser importante na interacdo dos
compostos. ApoOs a selecdo do melhor método, o redocking foi feito em sextuplicata e
todas as simulacdes apresentaram RMSD abaixo de 2,0 A, com média aritmética igual
a 1,2 A. Esta média de RMSD é adequada e permite a validacdo do método, uma vez
gue as variaveis escolhidas foram capazes de gerar um método que reproduz o dado
experimental do cocristal.

A presenca das moléculas cocristalizadas nas simulagbes de docking se
mostrou importante, uma vez que gerou o menor RMSD. Roberts e colaboradores
(2008) demonstraram como a agua pode influenciar nos resultados do RMSD, revelando
gue essas moléculas cocristalizadas podem, além de intermediar interagbes com
residuos, promover determinadas conformac¢des mais favoraveis por meio do efeito
estérico. Dessa forma, observa-se que o bolso da mtDHFR torna-se maior na auséncia
das moléculas de agua (Figura 15) e isso pode justificar os elevados valores de RMSD
nos testes realizados sem a presenca de moléculas de agua.

O tipo de escore selecionado (ChemScore) € uma funcdo empirica, baseada

em um banco de dados de complexos proteina-ligante. A fung&o considera a variagao
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de energia livre quando h& a interagdo da micromolécula com a macromolécula
(Eldridge et al., 1997; Baxter et al., 1998). Em estudos que comparam as func¢des de
docking, ChemScore tem apresentado bons valores, sendo destacada como umas das
melhores para ensaios de docking (Li et al., 2014).

Figura 15: Visualizacdo do bolso da mtDHFR complexado ao fragmento MB872. A: Bolso mais
restrito com a presenca das moléculas de agua; B: Bolso maior na auséncia das moléculas de
agua. Vermelho: atomos de oxigénio; Branco: atomos de carbono; Azul escuro: atomos de
nitrogénio. Azul claro: atomos de carbono do MB872 (Estruturas cristalograficas, ndo publicadas,

obtidas em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias).

Os ensaios de docking foram realizados com 0os 22 compostos propostos.
Também foi empregado o prot6tipo MB872, o qual teve seus dados cocristalograficos
utilizados para a proposicao dos analogos. A pontuacao analisada foi a média aritmética,
das melhores poses de cada composto, das sextuplicatas (Tabela 1).

Ao observar os analogos com modificagdes no anel A, é possivel inferir que a
insercdo de grupos doadores/aceptores de interagdo de hidrogénio pode representar
uma importante estratégia para otimizagdo do prototipo. Isso pode ser evidenciado tanto
pelos altos valores de escores obtidos para os compostos modificados nessa regiao (38
e 36), quanto pelas solu¢des observadas no processamento do docking, que revelam
importantes interagfes com residuos do bolso catalitico. Um exemplo disso é o analogo
38, 0 qual apresentou uma ligacéo de hidrogénio entre o grupo amino do anel A e o
backbone do residuo de 1le94, lle5 e uma molécula de agua estrutural (Figura 16A).
Essa mesma interagdo é observada em cocristais da mtDHFR disponiveis da literatura,
0s quais revelam a TMP e CYG interagindo com os residuos de 1le94 e lle5 (Figura 16B
e 16C). Portanto, essa interacdo demonstrada no ensaio de docking pode indicar um
ganho de afinidade, uma vez que esses inibidores possuem um valor de Kq (uM),

experimental, de 1,43 (TMP) e 1,26 (CYG) frente a mtDHFR (Dias et al., 2014).



33

Tabela 1: Estruturas quimicas dos analogos propostos e as médias aritméticas dos escores

obtidos.
Al
O
Média de
Composto R1 w Y R> Escores
(ChemScore)
25 H o CH2 m-COOMe 27,21
26 OMe CH> m-COOMe 26,06
27 NO2 O CH> m-COOMe 27,14
28 H NH> CH> m-COOMe 27,50
29 H S CH> m-COOMe 28,76
30 H CH: O m-COOMe 27,52
31 H @] CH> p-COOMe 28,30
32 OMe O CH> p-COOMe 26,79
33 H 1,2,3-triazol m-COOMe 27,04
34 H O CH-1,2,3-triazol m-COOMe 29,69
202 H @] CH: m-COOH 29,39
35 OMe O CH> m-COOH 26,58
36 OH @] CH> m-COOH 28,20
37 NO, O CH> m-COOH 27,80
38 NH, @] CH> m-COOH 31,87
39 H NH. CH> m-COOH 29,43
40 H S CH. m-COOH 31,25
41 H CH; O m-COOH 29,49
42 H @] CH> p-COOH 27,60
43 OMe O CH> p-COOH 25,88
44 H 1,2,3-triazol m-COOH 30,66
45 H O CH»-1,2,3-triazol m-COOH 29,12
46 H (@) CHa m-tetrazol 25,93

a Prot6tipo MB872
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Figura 16: Interacdo de alguns compostos e distancias (em A) com residuos do bolso da
mtDHFR. A: Analogo 38 e as interacfes encontradas para a melhor solugdo (Estrutura
cristalogréfica, ndo publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Méarcio V. B. Dias). B: Cocristal
do complexo formado entre a mtDHFR e a CYG, destacando a interacdo com o residuo 1le94
(PDB: 4KNE). C: Cocristal do complexo formado entre a mtDHFR e a TMP, destacando as
interacGes com os residuos lle5 e lle94 (PDB: 1DG5).

No caso dos analogos com alteracdes na regido B, a analise das poses obtidas
revelou que a presenca de um grupo espacante e/ou um terceiro anel nessa regido pode
ser interessante (Compostos 34, 44 e 45). Esse resultado pode ser atribuido a existéncia
de um bolso hidrofébico formado pelos residuos Phe31, lle94, Leu50, Pro51, Val54, e
Leu57. A andlise do cocritstal de MB872 com mtDHFR e da melhor pose do composto
34 demonstra que esse bolso hidrofébico pode acomodar pelo menos trés anéis (Figura
17). Ainda na regido B, é possivel observar que os bioiséstero e retroisésteros 39, 40 e
41 apresentaram uma pontuacdo préxima a do protétipo 20. Com a analise das poses
€ possivel verificar que esses trés analogos tiveram suas melhores conformacgfes

préximas a do protétipo (Figura 18).

LEU-50

PRO-51

A | B

Figura 17: A: Cocristal da enzima mtDHFR com o fragmento 20 (Estrutura cristalografica, ndo
publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias). B: Melhor pose, obtida no ensaio

de docking para o anélogo 34
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Figura 18: Melhores poses, obtidas em docking e sobrepostas, para os analogos 39 (branco),
40 (violeta), 41 (azul claro) e o protétipo 20 (verde) (Estrutura cristalografica, ndo publicada,

obtida em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias).

Para os analogos com as modificagbes na regiao C a presenca do grupo
carboxilico demonstrou ser fundamental. Isso péde ser sugerido a partir da obtencao de
baixos valores de escore para os compostos com funcao éster nessa regidao. No entanto,
esse resultado era esperado, uma vez que a interacao ion-ion com o residuo de Arg60
€ um dos principais pontos de contato tanto do protétipo (20). Além disso, a importancia
do grupo carboxilico foi reforcada com o resultado obtido para o composto 46, uma vez
gue esse analogo, com anel tetrazélico substituindo a carboxila, apresentou baixa
pontuacdo. Os compostos com éster foram propostos devido ao fato de que estruturas
mais lipofilicas tendem a possuir melhor perfil de permeacéo através da membrana do
MTB (Sarathy et al., 2012).

Para melhor analisar o possivel efeito da posicdo do grupo carboxilico, o
docking também foi feito com analogos de 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 44 e 46, possuindo
a carboxila nas posicdes orto e para. Desta forma, foi possivel comparar a média dos

escores para cada grupo de 9 compostos (Tabela 2).

Tabela 2: Média aritmética dos escores obtidos para cada grupo (9 analogos orto, 9 analogos
meta e 9 analogos para).

Posicio dos grupos Média dos escores dos 9

anélogos
Grupo Carboxilico em meta 29,06
Grupo Carboxilico em para 27,49
Grupo Carboxilico em orto 26,71

A andlise das poses dos compostos com melhores pontuagfes de cada grupo
pdde indicar a provavel razdo das diferencas entre as pontuagdes. A regido C dos trés

analogos interage de forma similar com o backbone do residuo de 1le94 e a agua
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estrutural (Figura 19), portanto, a diferenca observada pode ser atribuida a interagao
com os residuos de Arg32 e Arg60 (Figura 20). O analogo com o grupo carboxilico em
meta revelou intera¢des, com os residuos de arginina, apresentando distancias mais
favoraveis (Torshin et al., 2002). Por outro lado, os analogos substituidos em orto e para
apresentaram essas mesmas interacdes com distadncias maiores, diminuindo a

pontuacé&o no ensaio de docking.

Figura 19: Sobreposicdo das melhores poses obtidas para o docking com analogos substituidos
nas posicfes orto, para e meta. Distancias (em A) das interacdes com o backbone do residuo
Ile94 e com uma molécula de 4gua estrutural. Branco: Analogo 38. Laranja: Analogo 38 com a
carboxila em orto. Verde: Analogo 38 com a carboxila em para. (Estrutura cristalogréfica, ndo

publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias).

A B C

Figura 20: Melhores poses obtidas para o docking com anélogos substituidos nas posi¢ées orto,
para e meta. Distancias (em A) das interagbes com os residuos de Arg32 e Arg60. A: Andlogo
38 com a carboxila em orto; B: Analogo 38 com a carboxila em para; C: Analogo 38. (Estrutura

cristalogréfica, ndo publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias).

Além das distancias apropriadas, a melhor solu¢éo para o analogo meta também
revelou que os angulos formados entre o atomo ligado ao hidrogénio, o préprio

hidrogénio e o aceptor da ligacdo de hidrogénio assumem valores mais proximos aos
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descritos na literatura como ideal para esse tipo de interacéo, sendo este acima de 150°
(Bissantz et al., 2010) (Figura 21).

A B
Figura 20: Melhores poses obtidas para o docking com analogos substituidos nas posi¢cdes orto,
para e meta. Distancias (em A) das interacGes com os residuos de Arg32 e Arg60. A: Analogo
38 com a carboxila em orto; B: Analogo 38 com a carboxila em para; C: Analogo 38 c. (Estrutura

cristalogréfica, ndo publicada, obtida em parceria com Prof. Dr. Marcio V. B. Dias).

A analise dos ensaios de docking revelou como os analogos com substituintes
no anel A podem ser priorizados na sintese, visto que foi observado que esses grupos
podem adicionar mais um ponto de interagdo com o bolso. Ademais, 0s analogos com
0 grupo carboxilico em para também podem ser testados, uma vez que, mesmo com
resultados inferiores, apresentaram escores e poses semelhantes aos meta

substituidos.

4.2 Sintese e caracterizacdo dos compostos

Baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios de docking e na viabilidade
sintética, a sintese de alguns analogos com substituintes no anel A foi priorizada. Além
disso, decidiu-se também obter alguns compostos com o grupo carboxilico na posigao
para, uma vez que estes apresentaram pontuagdo proxima nos ensaios in silico. Por
fim, a sintese também englobou alguns analogos com modificagdes bioisostéricas na
regido B. Para tanto, aplicou-se métodos de alquilacdo, hidrélise basica de grupos
ésteres, reducdo de grupo nitro, substituicdo nucleofilica aromética e cicloadigéo (Figura
21).

Foram sintetizados 23 compostos (22 planejados e o protétipo 20) (Tabela 3) e

4 intermediarios (disponivel em Parte experimental).
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20 R4= H; Ry,= m-COOH; W= O; Y= CH,
35 R4= MeO; R,= m-COOH; W= O; Y= CH,
36 Ry= OH; R,= m-COOH; W= O; Y= CH,
37 R4= NOy; Ry= m-COOH; W= O; Y= CH,
38 Ry= NH,; R,= m-COOH; W= O; Y= CH,
39 R4= H; Ry= m-COOH; W= NH; Y= CH,
40 R;= H; R,= m-COOH; W= S; Y= CH,

41 Ry= H; Ry,= m-COOH; W= CH,; Y= 0
42 R= H; Ry= p-COOH; W= O; Y= CH,

43 Ry= OMe; Ry= p-COOH; W= O; Y= CH,

Y-z

Figura 20: Representacdo esquematica das sinteses realizadas. Reagentes e condicoes:
(i) Kz2COgsl/acetona/refluxo/16 h; (ii) KOH/THF/HCI/t.a./12 h; (iii) ascorbato/Culit.a./12 h/
3-azidabenzoato de metila. (iv) Pd/H2/MeOH/EtOH/t.a./4 h; (v) NaNO2/HCI/CuCN/NaCN/t.a./2 h;

(vi) NaNa/NH4Cl/DMF/refluxo/16 h.

A alquilacdo empregada foi baseada no método descrito por Manos-Turvey e

colaboradores (2015), o qual € uma adaptacdo da reacdo de Williamson para obtencao

de éteres. Nessas sinteses foi utilizado o reagente com o substituinte éster metilico, ao

invés do grupo carboxilico livre. O método empregado mostrou-se bastante eficiente,

gerando rendimentos de moderados a 6timos. Comparando-se 0s rendimentos

alcancados com os descritos na literatura, é possivel observar que os rendimentos das

sinteses de 31 e 32 (92 e 84 %, respectivamente) foram superiores aos obtidos por

Manos-Turvey (70 e 69 %, respectivamente). O rendimento da sintese de 36 apresentou

um baixo valor devido a provavel formacéo do subproduto dialquilado (Tabela 3).

O método empregado utiliza uma base forte para a desprotonacdo das

hidroxilas e estas atacam o haleto de alquila, o que geralmente se configura como uma

substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2) (Figura 21) (Clayden et al., 2012).
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Figura 21: Mecanismo proposto para a sintese Williamson de éteres (Clayden et al., 2012).



Tabela 3: Resultados de caracterizacéo e pureza dos anélogos propostos.

39

X

Aspecto o CLAE
Composto R: X Y R2 fisico n (%) t (min)
20 H O CH. m-COOH el 84 t=11,5p>99 %
branco
25 H O CH: m-COOMe _Hauido 25 _45905>070%
amarelado
Sélido _
26 OMe O CH: m-COOMe 70 t=12,7p>98%
branco
27 NO: O CH, m-Coome  Solido 74 t=127p>98 %
amarelado
28 H NH: CH, m-COOMe Liquido g4 N/D
amarelado
29 H S  CH: m-COOMe _Hauido oo 4 _4355>96%
amarelado
30 H CH. O m-CooMe  Solido 73 t=131p>9 %
amarelado
31 H O CH. p-coome  Solido 92 t=12,9p>99 %
branco
32 OMe O CH: p-CoOMe  Solido 84  t=13,0p>98 %
branco
: Sélido _
33 H 1,2,3-triazol m-COOMe amarelo 30 t=124p>97%
34 no OCHz123- . ~ooye  Solido 80 t=121p>98%
triazol amarelado
35 OMe O  CH; mCOOH SO 77 t=11,4p>98%
ranco
36 OH o) CH,  m-COOH el 30 t=9,9p>96%
amarelado
37 NO: O  CH, mcoon Sodo 70 t=11,4p>98%
amarelado
38 NH. O  CH»  m-COOH =4l 30 N/D
preto
39 H NH: CH»  m-COOH Solido 64 t=11,3p>98 %
amarelado
40 H S CH. m-COOH bso"do 70 t=11,8p>98 %
ranco
41 H CH. O  m-COOH Solido 80 t=11,5p>98%
amarelado
42 H O CH: p-COOH bso“do 68  t=11,6 p>99 %
ranco
43 OMe O CH,  p-COOH bso“do 83  t=10,2p>99 %
ranco
44 H  123azol  m-COOH  >OMd0 g5 {-132p>989%
amarelo
45 oo OCHL23 coon  SOdo o gg t-109p>99%
triazol amarelado
46 H O CH. mietrazol _SONdO 4  t=11,2p>99%
amarelado

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. t: Tempo de retengdo com sistema eluente
inicialmente com AGUA 100 % e ACN 0,1% TFA alcancando 100% em 10 minutos. p: pureza
N/D: N&o determinado.? Protétipo MB872.
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No caso dos compostos propostos, a hidroxila fendlica dos reagentes € um
acido fraco (pKa =10), portanto o carbonato de potassio é suficientemente forte para a
desprotonacédo (pKa 10,25), que consequentemente aumenta a nucleofilicidade dos
reagentes. O eletrdfilo, por sua vez, € um derivado de brometo de benzila, o que reforga
a hip6tese da reacdo ocorrer via substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). Isso é
possivel porque o carbono do centro da reagdo no estado de transicdo tem sua
deficiéncia de elétrons estabilizada pelo o sistema n do benzeno adjacente. Essa
estabilizacdo é conferida pela conjugacdo dos orbitais = que aumentam a densidade
eletrénica do carbono que sofreu o ataque nucleofilico (Clayden et al., 2012) (Figura 22).

Ph ¥

e

= MeOOC
—

MeOOC U

Estado de transicéo estabilizado por
conjugacao com o sistema n do anel
benzénico

Figura 22: Representacdo esquematica da estabilizacdo do carbono do centro da reacéo.

A hidrélise dos ésteres seguiu o método descrito por Manos-Turvey e
colaboradores (2015). Os rendimentos alcancados para a sintese desses compostos
(entre 70 e 80 %) foram ligeiramente menores do que aqueles descritos por Manos-
Turvey (entre 90 e 100 %). A hidrélise ocorreu em meio alcalino e, nessas condicdes, 0
carbono carbonilico sofre um atague nucleofilico do anion hidréxido, gerando um
intermediario tetraédrico instavel. A estabilidade serd alcangcada por meio da eliminacéo
do substituinte alcoxi, o qual, geralmente, € um bom grupo abandonador. O anion alcoxi
poderd abstrair o hidrogénio da carboxila gerada, fornecendo o alcool correspondente
(Figura 23).

5 0,7\ o
C)LOMe (p(ome )L?\IDH + OMe —> R)L:@; + MeOH

k/ ) |
Figura 23: Mecanismo proposto para a hidrélise alcalina dos ésteres (Clayden et al, 2012).
Ao final da reacdo, uma solugdo acida é adicionada para os compostos

assumirem a forma molecular e, com isso, tornarem-se menos sollveis no meio aquoso

e precipitarem. Em geral, esse procedimento ocorreu de modo satisfatério, porém a
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sintese do composto 39 apresentou um rendimento ligeiramente abaixo dos demais
analogos. Esse resultado pode ser atribuido ao fato do analogo em questao possuir
caracteristica anfétera, ou seja, comporta-se como acido e base. Essa caracteristica da
substancia resulta no menor rendimento da precipitagcdo com adi¢cao de solugéo acida.
Isso ocorre devido a protonacao do nitrogénio em meio &cido, a qual pode tornar o
composto mais soluvel em agua. Diante dessa dificuldade, optou-se por alterar o pH
utilizando um potenciémetro, de maneira a se alcancar um pH mais proximo possivel do
gual o composto estara, majoritariamente, na forma molecular (pH 4,0 calculado
Marvin®), logo, menos solGvel em agua.

A obtencgédo dos analogos com os anéis triazol e tetrazol baseou-se no método
descrito por Wang e colaboradores (2012) e Vorona e colaboradores (2014),
respectivamente. Esses protocolos descrevem uma cicloadi¢do, a qual ocorre entre um
grupo 1,3-dipolar e outro de dois atomos que tenha afinidade pelo o dipolo
(diapolardfilo), resultando no anel de cinco membros correspondente aos grupos que
estdo reagindo. Tanto para a obtenc¢do do triazol, quanto para tetrazol, o 1,3-dipolo é
uma azida, enquanto que o diapolardfilo € um alcino para o triazol (Figura 24) e uma
nitrila para o tetrazol (Figura 25). Ainda sobre a sintese do triazol, € importante ressaltar
que o ion Cu*! é empregado como catalisador, porém pode sofrer oxidagdo gerando o
Cu*2. Para tanto, emprega-se o ascorbato de sédio, o qual é capaz de reduzir o Cu*? e
manter as quantidades necessarias de Cu*! (Clayden et al, 2012; Wei et al., 2016).

O rendimento para a sintese do composto 46 poderia ser melhorado com a
utilizacdo de micro-ondas, uma vez que ha relatos na literatura do emprego dessa

técnica (Vorona et al., 2014).

N
N="% —R
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R.
2Ny XCuLn
N N Nod
“N” Ry N~N,R1
/
“~—_ R,—==—Culn
CulLn

Figura 24: Mecanismo proposto para a sintese de anel triazol via cicloadi¢éo 1,3-dipolar (Wei et
al., 2016).
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Figura 25: Mecanismo proposto para a sintese de anel tetrazol via cicloadicao 1,3-dipolar
(Clayden et al, 2012).

As andlises dos cromatogramas obtidos nos ensaios de CLAE (Anexo )
revelaram pureza acima de 95% para os compostos testados. Esse dado foi obtido ao
comparar a area da curva formada pelo pico de absorbancia do composto com os
demais picos gerados por contaminantes da amostra. Com esse grau de pureza, 0S
compostos puderam ser encaminhados para 0s ensaios enzimaticos e microbiolégicos.

Quanto a caracterizacao dos analogos obtidos por sintese, o espectro de RMN
de 'H do composto 25 (Figura 26) pode exemplificar confirmacdo da obtencéo dos

compostos alquilados.
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Figura 26: Espectro de RMN 'H, em CDCIs, do composto 25.

O principal deslocamento quimico que evidencia a formacao do produto 25 é o

5,10 ppm (H7), o qual é esperado para hidrogénios ligados a carbonos vizinhos a
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oxigénios. Esse valor também é muito elevado para ser atribuido ao reagente, uma vez
gque os hidrogénios do carbono metilénico do 3-bromometil benzoato de metila
apresentam deslocamento 4,5 (Manos-Turvey et al., 2015). O d4 em 3,92 ppm (H9)
indica a presenca dos hidrogénios metilicos do éster, enquanto que os sinais entre 8,11
e 6,95 ppm (H5-3, H6-2, H5’-3’ e H6’-2’) mostram os hidrogénios aromaticos.

No espectro de *C (Figura 27), o carbono metilénico ligado ao oxigénio (C7)
também é evidenciado, uma vez que é possivel observar um deslocamento quimico em
69,4 ppm, tipico de carbonos ligados a atomos com alta eletronegatividade. O sinal do
carbono carbonilico (C8) esta presente em &¢ 166,8 ppm, enquanto que o do carbono
da metila estd em 52,1 ppm (C9). Os sinais dos anéis benzénicos estdo na faixa de
158,6 a 115,0 ppm (C5-3, C6-2, C5-3’ e C6’-2’). Os demais espectros dos compostos
obtidos por alquilacdo se encontram no Anexo |.

O espectro de RMN *H do composto 20 (Figura 28) exemplifica como a hidrolise
dos ésteres pode ser confirmada. A auséncia do deslocamento quimico dos hidrogénios
da metila do éster (& ~ 3,9 ppm) e a presenca de um sinal na regido de 12 ppm (H9)
indicam que ocorreu a troca da fungao éster pelo acido carboxilico. O espectro de RMN
de 3C de 20 (Figura 29) corrobora a confirmacdo da obtencdo do composto carboxilado,
uma vez que nao ha o &c do carbono da metila do éster (~52 ppm). Os demais espectros

dos compostos obtidos por hidrélise se encontram no Anexo I.
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Figura 26: Espectro de RMN *3C, em CDCls, do composto 25.
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Figura 28: Espectro de RMN *C em DMSO-ds do composto 20.
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Na analise dos espectros de RMN H dos compostos com anel triazélico (33,

34, 44 e 45) é possivel concluir a obtengéo dos produtos esperados por meio do sinal

atribuido ao hidrogénio do anel triazolico. No espectro do composto 44 (Figura 30), por

exemplo, esse hidrogénio possui um deslocamento de 8,80 ppm e esta condizente com

o reportado por Sravanthi e colaboradores (2018). Os outros sinais seguem o padrao

dos demais analogos. Os demais espectros dos compostos triazélicos se encontram no

Anexo |.
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O composto 46 teve sua formacao confirmada por meio do sinal do carbono do
anel tetrazol, o qual foi de 157,5 ppm (Figura 31). E esperado que esse valor seja
elevado, uma vez que o atomo de carbono esta em um anel com ressonancia e ligado
a um atomo eletronegativo. Outro fator que confirma a conversao da nitrila em tetrazol
€ o fato do &c¢ da nitrila do reagente possuir um valor de 117,9 (Exner, O. et al., 1989),
ou seja, abaixo do encontrado no espectro. Por fim, a obtencdo de 46 também é
confirmada pelo espectro de massas, o qual esta disponivel no Anexo I.
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Figura 29: Espectro de RMN *H, em Metanol-ds4, do composto 44.
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Figura 30: Espectro de RMN *3C, em DMSO-ds, do composto 46.
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4.3 Ensaio de inibi¢cdo enzimética

O ensaio de inibicdo enzimatica foi realizado com os compostos obtidos na
sintese, por meio da deteccao da fluorescéncia emitida pelos substratos da enzima
mtDHFR quando excitados a 340 nm. E possivel mensurar a atividade porque o produto
da acao enzimatica (NADP*) ndo emite fluorescéncia, logo, com a enzima funcionando
havera uma diminuicdo dessa emissdo (Rimet et al., 1987; Aiso et al., 1999). O ICso da
TMP foi obtido juntamente ao dos compostos sintetizados, com o intuito de ser usado
como um controle positivo do ensaio. O valor obtido (91 uM) foi condizente com o
descrito na literatura (88 uM) (Li et al., 2000).

A maioria dos compostos ensaiados € encontrada como sendo
significativamente ativa contra mtDHFR (Tabela 4). TMP e 20 foram usados como
controle positivo e inibiram a mtDHFR com 91 #0,16 uM e 15 0,058 uM,
respectivamente. Dois dos compostos testados apresentaram atividade superior ao
prototipo 20 e doze deles (27, 28, 29, 32, 34, 35, 36, 37, 39, 42, 43 e 45) foram melhores
que a TMP.

O composto 39 apresentou uma excelente atividade, acima do prototipo e TMP.
Interessantemente, relocar o grupo oxigénio do composto 20 pelo bioiséstero classico
NH resultou em um composto potente 39, que foi 2 vezes mais ativo que o primeiro com
uma ICso de 7 £ 0,13 uM. A analise de todas as poses do analogo 39 nos estudos de
docking ndo revelou nenhum ponto de ligacado de hidrogénio entre o grupo amino e o
bolso da enzima. A regido em que essa por¢ado encaixa é hidrofébica, com residuos de
Phe31, lle94, Leu50, Pro51, Val54, e Leu57. Entretanto, o composto pode estar
interagindo de outra maneira, ndo detectada nos estudos de docking.

Em relacdo aos analogos com modificacées na regido A, os estudos de SAR
indicam que quando o grupo hidroxila (36) € substituido por nitro, 37, a atividade
aumenta em 1,5 vezes, o que pode ser devido a diminuigdo na densidade eletrdnica do
anel aromatico através de um efeito de retirada de ressonéncia do grupo nitro. Como
pode ser visualizado, um grupo metoxi doador de elétrons, 35 (119 * 4,8%) também nao
conseguiu melhorar a poténcia. Surpreendemente, outro padréo de atividade é obtido
guando o grupo metoxi esta associado a posicao para do grupo carboxilico em Rz, 43
(31 + 0.1%). Estes resultados reforcam o indicio de que substituintes em R; podem
estabelecer mais pontos de interacdo com o bolso da enzima.

Com base nos dados obtidos para os compostos com modificagdes na regiéo
B, verifica-se que a insercdo do anel triazol (34 e 45) gerou melhoria significativa na
atividade dos compostos (81 + 0,11% e 8 £ 0,26%, respectivamente). Os ensaios de

docking indicaram que o bolso da enzima comportaria a insercdo de mais um anel, ou
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até mesmo de um espagante, e com iSso aumentaria os pontos de interagdo. Dentre 0s
bioisésteros (39, 40 e 41) apenas o analogo 39 apresentou valores superiores ao do

protétipo.

Tabela 4: ICso dos compostos sintetizados e da TMP.

A B C

.
R 7 \N\_w E@Rz

Composto R1 w Y R2 ICso (UM) = SD R?
202 H O CH; m-COOH 15 +0,058 0,97
25 H O CH; m-COOMe 504 £0,013 0,95
26 OMe O CH; m-COOMe 242 +0,08 0,91
27 NO- O CH; m-COOMe 35 +0,23 0,93
28 H NH CH; m-COOMe 55 0,003 0,87
29 H S CH; m-COOMe 76 £0,01 0,99
30 H CH; O m-COOMe 577 £0,06 0,96
31 H O CHa p-COOMe 152 0,10 0,91
32 OMe O CH; p-COOMe 26 £0,16 0,85
33 H 1,2,3-triazol m-COOMe NDP -
34 H o CHrL23- o coome 81 +0,11 0,88

triazol
35 OMe (@] CHa m-COOH 44 +0,41 0,91
36 OH O CH; m-COOH 36 £0,12 0,91
37 NO- (@] CHa m-COOH 23 10,13 0.95
38 NH; O CH; m-COOH ND¢ -
39 H NH CHa m-COOH 7 +0,13 0,94
40 H S CH: m-COOH 128 0,11 0,89
41 H CH: O m-COOH 230 +0,09 0,95
42 O CH: p-COOH 51 +0,18 0,87
43 OMe O CH: p-COOH 310,1 0,92
44 H 1,2,3-triazol m-COOH NDP -
45 H CI?rzlalzglfﬂ m-COOH 8 0,26 0,95
46 H CH: m-tetrazol 454 +0,15 0,88
TMP 91 +0,16 0,96

2 Prot6tipo MB872. P Emitiu fluorescéncia no mesmo comprimento de onda usado no ensaio.

€ N&o apresenta estabilidade necessaria para ensaios
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Analisando os compostos com modifica¢cdes na regido C, € notdrio observar
gue comparado ao protétipo 20, o anélogo 43, que apresenta grupo carboxilico (Rz) na
posicdo para, apresentou ainda valor relevante de inibicdo enzimatica (31 + 0.13 uM,
respectivamente), indicando que explorar novos analogos para substituidos pode ser
estratégia interessante. Entretanto, a baixa atividade do composto 46 (454 + 0.15 uM)
indica que a insercao do grupo bioisostérico tetrazol ndo satisfaz requisitos de interagédo
com a enzima. Ademais, 0s compostos com o grupo carboxilico livre apresentaram, em
maioria, maior atividade em relacdo aos analogos com o grupo éster. Isso
provavelmente ocorre em decorréncia do grupo carboxilico ser um ponto adicional de

interacdo idbnica que melhora a afinidade dos compostos pela enzima.

4.4 Ensaio mecanistico da inibicdo enzimatica

Ensaios de cinética enzimatica foram realizados para a avaliacdo do
mecanismo pelo o qual o composto 39 inibe a enzima mtDHFR. Para isso, a constante
de Michaelis (Kn) e a velocidade maxima da enzima (Vmax) foram determinados, uma
vez que as andlises desses dados indicam se a inibicdo ocorre de maneira competitiva
ou nao competitiva. Em virtude da mtDHFR possuir dois bolsos potencialmente
ocupados por inibidor, os ensaios foram feitos para o substrato (DHF) e o cofator
(NADPH). Em um caso de inibicdo competitiva, 0 aumento da concentracdo de inibidor
nao altera o Vmax, porém o Kn, é alterado, uma vez que a enzima estara com o bolso
ocupado e precisara de mais substrato para alcancar a velocidade maxima. Entretanto,
para uma inibicdo ndo competitiva, 0 Vmax € reduzido em decorréncia da perda de
atividade da enzima e o Kn, permanece igual, dado que o inibidor ndo altera a
capacidade da enzima se ligar ao substrato (Copeland, 2013).

Os resultados do ensaio com varia¢do da concentracdo de substrato e inibidor
indicam que o composto 39 é um inibidor ndo competitivo com o DHF, uma que o Kn,
permaneceu constante (0,22 £+ 0,04) e a Vmax variou (Tabela 5) (Figura 32). Isso indica
gue 39 pode atuar na forma livre da enzima, causando a modificacéo do sitio ativo ou
interagindo com o complexo enzima+substrato, gerando perda de alguma interagcdo
importante entre o DHF e o bolso catalitico (Balbaa et al., 2012).

Para verificar se 0 analogo 39 estaria atuando no espacgo ocupado pelo cofator,
0s parametros cinéticos também foram obtidos com a variacdo da concentragdo do
NADPH e do inibidor. Os resultados indicam que o composto 39 néo altera a interagéo
do cofator e a enzima, uma vez que 0s parametros se mantiveram inalterados mesmo

com o aumento da concentracdo de inibidor (Tabela 6). Esse dado corrobora a ideia de
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gue 39 interage com a forma livre da enzima ou com o complexo enzima+substrato de
maneira independente do sitio ocupado pelo NADPH.

Tabela 5: Parametros cinéticos obtidos no teste de competi¢cdo entre DHF e o composto 39.

Concentracéo de DHF
39 e DHF (uM) Km (WM £ SD)  Vimax (AFU/min + SD)
Sem inibidor 0,22 £0,04 0,43 £ 0,02
3 0,22 £0,04 0,34 £0,01
1 0,22 £0,04 0,41 £ 0,02
0,3 0,22 £ 0,04 0,43 £ 0,02
0.6,
-® Sem Inibidor
° =+ 3uM
= 0.4 —X =+ 1uM
- | |
b — * 0.3uM
o
Q 0.2
0.0 : -
0 5 10

[DHF]

Figura 312: Gréfico velocidade e concentracdo de substrato (DHF) na presenca de diferentes
concentragdes do composto 39.

Tabela 6: Pardmetros cinéticos obtidos no teste de competi¢&o entre cofator e o composto 39.

Concentracéo de NADPH
39e NADPH (UM) K (uM+SD)  Vimax (AFU/min % SD)
Sem inibidor 1,13 +£0,26 0,17 +£0,01
10 1,13 +£0,26 0,17 +£0,01
0,3 1,13 +£0,26 0,17 +£0,01

0,01 1,13+0,26 0,17 +0,01
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Utilizando-se estratégias de modificagdo molecular e andlise do cocristal do
protétipo 20 e a mtDHFR, foram propostos 22 analogos, dos quais 6 foram elencados
como melhores do que o prot6tipo nos ensaios de docking. Ademais, os estudos in silico
mostraram que a presenca do grupo carboxilico é importante para a interagdo com o
bolso da enzima e que essa por¢do na posicdo para também pode gerar analogos
interessantes.

Foram obtidos 22 compostos e o protétipo 20 com pureza acima de 95%. Para
tanto, empregou-se método de alquilacdo com o uso de carbonato de potassio e
partindo-se do reagente com a funcéo éster. Esse procedimento mostrou-se eficaz por
gerar bons rendimentos (50 — 93%). Para a obtencao do grupo carboxilico desprotegido
foi empregada solucdo de hidréxido de potassio, o qual também gerou bons
rendimentos. Além das alquilacdes e hidrélises, foi empregado métodos de cicloadicdo
para a obtencao dos heterociclos triazol e tetrazol.

O ensaio enzimatico corroborou a hipétese levantada com os estudos de
docking de que a insercdo de grupos doadores/aceptores de ligacdo de hidrogénio
resultaria em compostos com melhor atividade. Além disso, 0 uso da estratégia de
bioisosterismo para o planejamento resultou no analogo com melhor atividade (39)
(7 uM) dentre os compostos. Por fim, foi possivel determinar que a inibicdo do composto
39 ocorre de maneira hdo competitiva com o substrato da enzima (DHF).

Os compostos foram enviados para avaliacdo da atividade in vitro contra M.
tuberculosis. Esses ensaios estdo sendo realizados em parceria com o Prof. Dr.
Fernando R. Pavan da UNESP Araraquara. O método aplicado utiliza a reducdo da
resazurina como indicador de sobrevivéncia celular do M. tuberculosis (Palomino et al.,
2002).

A partir dos dados obtidos até o momento, o trabalho poderia ter como
perspectivas a sintese de novos analogos planejados com base nas novas informacdes
obtidas. Além disso, estudos cristalograficos com os compostos ja sintetizados
poderiam revelar como e onde o0s compostos interagem com o bolso da mtDHFR,

esclarecendo a inibicdo ndo competitiva.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiais, reagentes e solventes

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados vidrarias e equipamentos
comumente empregados em laborat6rio de sintese organica. Os solventes empregados
foram obtidos comercialmente das empresas Synth®, Merck® e Sigma Aldrich®.
Reagentes obtidos comercialmente da empresa Sigma Aldrich®:

e 4-bromometil benzoato de metila;
e 3-bromometil benzoato de metila;
e 4-nitrofenol;

e Fenol;

e Anilina;

e 4-metoxifenol;

6.2 Métodos

6.2.1 Métodos in silico

Os analogos propostos foram desenhados e tiveram suas estruturas
minimizadas energeticamente por meio de mecéanica molecular, utilizando o campo de
forca MMFF (Merck Molecular Force Field) (Halgren, 1996), no programa Spartan’14.
As estruturas foram reotimizadas com minimizacdo de energia e calculo de cargas
utilizando o método semiempirico PM6 (Stewart, 2007), também no programa
Spartan’14.

Para determinar o método mais adequado para as simulacdes de docking com
0s analogos propostos e a mtDHFR, foi empregado redockings, utilizando o cocristal
fornecido em parceria com o Prof. Dr. Marcio V. Bertacine Dias. O cocristal utilizado é
da mtDHFR complexada ao fragmento MB872.

Nos redockings do fragmento MB872, foram testadas todas as fungfes de escore
presentes no programa GOLD, versao 5.4 (ASP, ChemPLP, GoldScore, ChemScore);
variou-se 0 atomo centroide do sitio de interagdo, o tamanho do raio do sitio de interagédo
(8, 10 e 12) e a presenca de moléculas de agua. O método escolhido foi aquele que
apresentou 0 menor valor de raiz do desvio quadratico médio, ou RMSD, entre a
estrutura do fragmento MB872 desenhada no programa Spartan’14 (tedrica) e a

cristalografada.
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A validagédo do método ocorreu por meio da obtencdo do menor valor de RMSD
possivel, indicando que os parametros estabelecidos geram dados proximos aos
obtidos experimentalmente.

Os analogos planejados foram ancorados em sextuplicata na mtDHFR, extraida
do cocristal fornecido em parceria. Utilizou-se o método selecionado pelo redocking,
sendo este: fungcdo de escore ChemScore; o carbono zeta do residuo Phe31 (CZ-
Phe31) como centro do sitio; um raio de 10 A a partir do centroide; velocidade de busca
do algoritmo genético lenta e presenca de moléculas de agua cocristalizadas.

6.2.2 Métodos analiticos

Para a cromatografia de camada delgada (CCD) se utilizou cromatofolhas de
aluminio impregnadas com silica GFzs (Merck), as quais foram reveladas com
irradiacdo de luz UV de A 254 nm e solugdes de ninidrina, cloreto férrico, acido
fosfomolibidico e molibdato. Na cromatografia em coluna, foi empregada colunas de
vidro preenchidas com silica gel poro de 60 A (Sigma-Aldrich®).

Na determinacdo da pureza dos compostos sintetizados foi aplicada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), na qual empregou-se o cromatdgrafo
Shimadzu Proeminence com coluna analitica C-18 da marca Gemini® (5u, 150 x 4,6
mm). A deteccao foi conduzida por ultravioleta (UV) em 254 nm. Para o sistema eluente
empregou-se agua deionizada (solvente A) e uma solucéo de acetonitrila com 0,1 % de
acido trifluoracético (Solvente B). A fase mdével inicia com 100 % do solvente A e em 10
minutos passou a 100 % do solvente B. O tempo total de corrida foi de 20 minutos e o
volume de injecéo foi 20 pL.

Para a caracterizacao estrutural, foram utilizadas andlises espectroscépicas de
ressonancia magnética nuclear para os nicleos de *C e H. O equipamento usado é
um espectrometro Brucker®, modelo Advanced DPX-300 (FCF-USP), operando a 300
MHz para os nucleos de hidrogénio e 75 MHz para carbono. Para esse experimento, se
dissolveu os compostos em cloroformio e dimetil-sulféxido deuterados (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc.) e os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em parte
por milhdo (ppm). As abreviacdes utilizadas para a multiplicidade sdo: singleto (s), sl
(singleto largo), dupleto (d), tripleto (t) e multipleto (m). A constante de acoplamento (J)

€ dada em Hertz (Hz).
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6.2.3 Método ensaio enzimatico

A enzima utilizada no ensaio (mtDHFR) foi a cedida em parceria pelo Prof. Dr.
Marcio V. B. Dias. O fluorimetro usado € um TECAN Infinite 200 Pro. As concentracfes
empregadas foram 0,09 uM para a enzima, 5 UM de substrato (DHF), 10 uM de cofato
(NADPH) e tampao de fosfato de s6dio a 50 mM. Para determinar o ICso foram testadas
6 concentragcbes (em DMSO) dos compostos (30 mM, 10 mM, 3 mM, 1 mM, 0,3 mM e
0,01mM). Para a determinacao dos parametros cinéticos foram usadas concentragdo
de 3 uM, 1 uM e 0,3 uM de DHF e inibidor e 10 uM, 0,3 uM e 0,01 uM de NADPH e
inibidor. Os ICso € 0s parametros cinéticos foram calculados utilizando regressao néo-

linear no software Graphpad prims versao 7.
6.2.4 Métodos sintéticos

6.2.4.1 Alquilagdo com carbonato de potassio

R w K,COy/Acetona Y—@

2 Refluxo/16h

47a Ry= H; W= OH 48a Y= CH,Br; R,= m-COOMe 25 R4= H; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH,
47b Ry= MeO; W= OH 48b Y= OH; R,= m-COOMe 26 R4y= MeO; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH,
47c Ry OH; W= OH 48c Y= CH,Br; R,= p-COOMe 1 Ry= OH; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH,
47d R4= NO,; W= OH 48d Y= CH,Br; R,= NO, 27 R4= NO,; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH,
47e R= H; W = NH, 12 R4= NH,; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH,
47f Ry=H; W = SH 28 R4= H; R,= m-COOMe; W= NH; Y= CH,
47g R4= H; W = CH,Br 29 R4= H; Ry,= m-COOMe; W= S; Y= CH,

30 Ry= H; R,= m-COOMe; W= CH,; Y=0
31 Ry= H; R,= p-COOMe; W= O; Y= CH,
32 R,= OMe; Ry= p-COOMe; W= O; Y= CH,
I3 R4 = H; Ry=m-NO,; W= O; Y= CH,

O 4-bromometil benzoato de metila ou 3-bromometil benzoato de metila (Lmmol,
229 mg) foi dissolvido em acetona (5 mL/ mmol) e depois adicionou-se 0 K>COs (3 eq,
3 mmol, 414,6 mg). O composto a ser alquilado (47a-g) (1,2 eq.) foi adicionado na
mistura em agitacdo magnética e a reacdo mantida em refluxo por 16 horas. Ao final da
reagdo (confirmado por CCD), o solvente foi removido sob pressédo reduzida e a mistura
foi solubilizada em AcOEt e posteriormente lavada com agua deionizada (3 x 10 ml). A
fase orgénica foi seca com MgSOQO,, filtrada e, por conseguinte, o solvente foi retirado
sob presséao reduzida. Os produtos foram purificados por meio de coluna cromatogréafica
flash, utilizando sistema eluente hexano/AcOEt com propor¢éo de 7:3 (Manos-Turvey et
al, 2015).
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3-Fenoximetil-benzoato de metila (25). Produto obtido como um liquido amarelado em
74 % (538 mg). RMN H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,11 (s, 1H, H2), 8,00 (d, J = 7,7
Hz, 1H, H6), 7,64 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H4), 7,45 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5), 7,29 (t, J = 8,0 Hz,
2H, H5-H3"), 6,98 (m, 3H, H2’-H4'-H6") 5,10 (s, 2H, H7), 3,92 (s, 3H, H9). RMN 3C (75
MHz, CDCls) & (ppm): 166,9 (C8), 158,6 (C1’), 137,6 (C3), 131,8 (C4), 130,5 (C6), 129,5
(C5-C3’), 129,1 (C1), 128,7 (C2), 128,5 (C5),121,2 (C4’), 114,9 (C6’-C2’), 69,4 (C7),
52,1 (C9).

3-((4-metoxifenoxi)metil) benzoato de metila (26). Produto obtido como um sélido
branco em 70 % (571,2 mg). RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,09 (s,1H, H2), 7,99
(d, J=7,6 Hz, 1H, H6), 7,62 (d, J = 7,3 Hz, 1H, H4), 7,44 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H5), 6,90
(d, J = 8,6 Hz, 2H, H5’-H3’) 6,83 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H6’-H2’), 5,04 (s, 2H, H7), 3,92 (s,
3H, H9), 3,76 (s, 3H, H10). RMN *3C (75 MHz, CDCls) d (ppm): 166,9 (C8), 154,2 (C4’),
152,7 (C1’),137,8 (C3), 131,8 (C4), 130,5 (C6), 129,1 (C1), 128,6 (C2),128,5 (C5), 115,9
(Ce6’-C2), 114,7 (C5’-C3’), 70,2 (C7), 55,7 (C10), 52,1 (C9).

3-((4-nitrofenoxi)metil) benzoato de metila (27). Produto obtido como um sdlido
amarelado em 74 %. RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,21 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H5-
H3"), 8,11 (s, 1H, H2), 8,04 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H6), 7,63 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H4), 7,49
(t, J=7,7 Hz, 1H, H5) 7,04 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H6'-H2’), 5,20 (s, 2H, H7), 3,94 (s, 3H,
H9). RMN 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 166,6 (C8), 163,4 (C1’), 141,9 (C4’), 136,0 (C3),
131,8 (C1), 130,8 (C4), 129,6 (C6), 128,9 (C2), 128,3 (C5), 128,6 (C5’) 126,0 (C3’),
114,9 (C6’-C2’), 70,1 (C7) 52,2 (C9).
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3-((fenilamino)metil) benzoato de metila (28). Produto obtido como liquido amarelado
em 60 %. RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,04 (s, 1H, H2) 7,93 (d, J = 7,4 Hz, 1H,
H6), 7,55 (d, J = 7,3 Hz, 1H, H4), 7,38 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5), 7,15 (t, J = 7,9 Hz 2H, H5'-
H3"), 6,71 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H4"), 6,60 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H6’-H2’) 4,66 (s, 1H, NH), 4,35
(s, 2H, H7), 3,89 (s, 3H, H9). RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 167,0 (C8), 147,9 (C1"),
140,1 (C3), 131,9 (C4), 130,6 (C6),129,3 (C3'-C5),128,8 (C1), 128,7 (C2), 128,5 (C5),
117,8 (C4'), 113,0 (C6'-C2"), 48,0 (C7), 52,1 (C9).

3-((feniltio)metil) benzoato de metila (29). Produto obtido como liquido
amarelado em 77 %. RMN *H (300 MHz, (CDCls): & = 7,96 (s, 1H, H2), 7,90 (d, J = 7,7
Hz, 1H, H6), 7,45 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H4), 7,38 — 7,14 (m, 5H), 4,13 (s, 2H, H7) 3,89 (s,
3H, H9). RMN **C (75 MHz, CDCls) d (ppm): 166,8 (C8), 138,1 (C1’), 135,7 (C3), 133,3
(C4), 130,4 (C6),130,3 (C3’-C5’),130,0 (C1), 128,9 (C2), 128,5 (C5), 128,8 (C4’), 126,7
(C6’-C2), 52,1 (C9), 38,9 (C7),

3-benziloxi-benzoato de metila (30). Produto obtido como um sélido branco em 73 %.
RMN *H (300 MHz, CDCls3) & (ppm): 7,66 (s, 1H, H2), 7,64 (d, J = 6,7 Hz, 1H, H6), 7,47
—-7,29 (m, 6H) 7,19 — 7,14 (m, 2H) 5,10 (s, 2H, H7), 3,91 (s, 3H, H9). RMN 3C (75 MHz,
CDClz) 6 (ppm): 166,9 (C8), 158,8 (C3), 136,6 (C1’), 131,5 (C1), 129,4 (C5), 128,6 (C5'-
C3’), 128,1 (C1), 127,5 (C6’-C2’), 122,3 (C4),120,3 (C6), 115,2 (C2), 70,2 (C7), 52,1
(C9).
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4-benziloxi-benzoato de metila (31). Produto obtido como um sélido marrom em 92 %
(222,9 mg). RMN H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,05 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H6-H2), 7,50
(d, J = 8,0 Hz, 2H, H5-H3), 7,29 (t, J = 6,0 Hz, 2H, H5’-H3’), 6,95-6,99 (m, 3H, HE6’-H2'-
H4’), 5,13 (s, 2H, H7), 3,92 (s, 3H, H9). RMN *3C (75 MHz, CDCl3) d (ppm): 166,9 (C8),
158,5 (C1), 142,4 (C4), 129,9 (C6-C2), 129,6 (C5-C3), 127,0 (C5-C3’), 121,3 (C4"),
114,9 (C6’-C2’), 69,3 (C7), 52,1 (C9).

4-((4-metoxifenoxi)metil) benzoato de metila (32). Produto obtido como um sdlido
marrom em 84 % (250,5 mg). RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,04 (d, J = 8,2 Hz,
2H, H6-H2), 7,49 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H5-H3), 6,90 (d, J = 9,2 Hz, 2H, H5’-H3’), 6,83 (d,
J=9,2 Hz, 2H, H6’-H2’), 5,08 (s, 2H, H7), 3,92 (s, 3H, H9), 3,76 (s, 3H, H10). RMN 3C
(75 MHz, CDCls) & (ppm): 166,9 (C8), 154,2 (C4’), 152,7 (C1°), 142,6 (C4), 129,8 (C5-
C3), 127,0 (C6-C2), 115,9 (C6’-C2’), 114,7 (C5-C3’), 70,1 (C7), 55,7 (C10), 52,1 (C9).
Faixa de fusdo: 116,3° - 118,0° C

1-nitro-3-(Fenoximetil) benzeno (I13). Produto obtido como um liguido amarelo em
73 %. RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,32 (s, 1H, H2), 8,17 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H6),
7,77 (d,J=7,5Hz, 1H, H4), 7,56 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H5), 7,31 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H5'-
H3"), 7,02 - 6,97 (m, 3H, H2’-H4'-H6’) 5,15 (s, 2H, H7). RMN C (75 MHz, CDCls)
o (ppm): 158,2 (C1°), 148,5 (C1), 139,7 (C3), 133,10 (C4), 129,7 (C5-C3’), 129,6 (C5)
122,8 (C6), 122,1 (C2), 121,6 (C4’), 114,9 (C6’-C2’), 68,2 (C7).
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6.2.4.2 Reducdo do grupo nitro

R, R,
/_@ H,/ Pd/C 10% /_@
—_—
R1—©—O MeOH:EtOH R1—©—0
27 R1 = N02, R2 = COOMe |2 R1 = NH2; R2 = COOMe
I3 R, =H; R, =NO, 50 Ry = H; R, = NH,

Os compostos 27 e 13 (2,9 mmol) foram dissolvidos em uma solugéo
EtOH/MeOH (1:1) e em seguida adicionou-se Pd/C (10 mol%). A reacao foi mantida sob
agitacdo, temperatura ambiente e a atmosfera de H, até o consumo do reagente
(constatado por CCD). Ao final, o meio reacional foi filtrado em Celite® 545, solvente
evaporado a pressao reduzida, seguida de extracao com AcOEt, com posterior lavagem
com agua (3X 50 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio e evaporada sob
pressao reduzida. O produto foi purificado com coluna cromatografica flash, utilizando
sistema eluente hexano:AcOEt:EtsN (46:50:4) (Adaptado de Zhou et al., 2016)

3-((4-aminofenoxi)metil) benzoato de metila (50). Produto obtido como um liquido
vermelho em 70 % (571,2 mg). RMN *H (300 MHz, CDCl;) & (ppm): 8,09 (s,1H, H2),
7,98 (d, J=7,7 Hz, 1H, H6), 7,61 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H4), 7,43 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5),
6,80 (d, J =9,0 Hz, 2H, H5-H3’) 6,65 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H6’-H2’), 5,01 (s, 2H, H7), 3,91
(s, 3H, H9). RMN C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 166,9 (C8), 151,7 (C4’), 140,5 (C1’),
138,1 (C3), 131,9 (C4), 130,4 (C6), 129,0 (C1), 128,6 (C2), 128,5 (C5), 116,4 (C6’-C2),
116,2 (C5'-C3’), 70,3 (C7), 52,1 (C9).
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6.2.4.3 Sintese dos triazois

6.2.4.3.1 Sintese dos reagentes

(0] (0]

OMe 1) NaNO,/HCI OMe
2) NaN, o

NH, Nj

O 3-amino-benzoato de metila foi dissolvido em &gua, com posterior
acidificacdo (a 0° C) utilizando solugdo aquosa de HCI 5% (v/v). Em seguida, foi
adicionado uma solugdo de NaNO: (2,5 eq) gota a gota e a mistura foi mantida sob
agitacdo. Apos 30 minutos de reacdo, a NaNs (1,6 eq.) foi adicionada lentamente. Ao
final da reacao (cessa a formacédo de bolhas), o produto foi extraido com AcOEt. A fase
organica foi seca com Na»SO4 e evaporada sob pressao reduzida (Kutonova, K. V. et
al., 2013).

3-azida-benzoato de metila. Produto obtido como liquido incolor 95 %. RMN *H (300
MHz, CDCls) & (ppm): 7,85 — 7,76 (m, 1H, H6) 7,74 — 7,61 (m, 1H, H2), 7,42
(t, J = 7,9 Hz, 1H, H5), 7,21 — 7,18 (m, 1H, H4), 3,93 (s, 3H, H8). RMN 3C (75 MHz,
CDCls) 6 (ppm): 166,2 (C7), 140,6 (C3), 131,9 (C5), 129,8 (C1), 126,0 (C4), 123,4 (C6),
120,0 (C2), 52,3 (C8).

OH K,COs/Acetona
—_
@ + ///\ Br  Refluxo/16h Q_o\___
49b

O brometo de propargila (80% em tolueno) (Immol, 229 mg) foi dissolvido em
acetona (5 mL/ mmol) e depois adicionou-se 0 K.COs3 (3 eq, 3 mmol, 414,6 mg). O fenol
(1,2 eq.) foi adicionado na mistura em agitacdo magnética e a reagdo mantida em refluxo
por 16 horas. Ao final da reacdo (confirmado por CCD), o solvente foi removido sob
presséo reduzida e a mistura foi solubilizada em AcOEt e posteriormente lavada com

agua deionizada (3 x 10 ml). A fase orgéanica foi seca com Na;SO4, filtrada e, por
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conseguinte, o solvente foi retirado sob pressao reduzida. O produto foi purificado por
meio de coluna cromatogréfica flash (Manos-Turvey et al, 2015).

(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (49b). Produto obtido como liquido amarelado 91 %.
RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7,33 — 7,27 (m, 2H, H3-H6) 7,01 — 7.61 (m, 3H,
H2-H5-H4), 4,68 (d, J = 2,4 Hz, 2H, H7), 2,50 (t, J = 2,4 Hz, 1H, H9) . RMN 3C (75
MHz, CDCls) & (ppm): 157,6 (C1), 129,5 (C3-C6), 121,6 (C4), 114,9 (C2-C5), 78,7 (C8),
75,4 (C9), 55,8 (C7).

6.2.4.3.2 Cicloadicao

N
COOMe w— N
@—X + ©/ Ascorbato/Cul _Q\,N COOMe
ta/12 h/THF/Hzoi U
N
49a X= CCH N 33 W = Fenil
49b X= OCH,CCH 34 W= Fendximetil

Suspendeu-se o0s reagentes em uma mistura de THF/H,O ou terc-ButOH/H.0
e em seguido adicionou-se o Cul (1,1 eq.) e o ascorbato de sédio (0,5 eq.). A reacéo foi
mantida sob agitacdo rigorosa e sob protecdo da luz por 12 horas. Ao final, 0 meio
reacional foi filtrado em Celite® 545, evaporou-se o solvente a pressdo reduzida e a
mistura foi extraida com AcOEt e agua (1:1). Os produtos foram purificados usando
coluna cromatogragica flash com fases moveis constituidas de hexano e AcOEt
(adaptado de Wang, X. et al., 2012).

3-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzoato de metila (33). Produto obtido como um sélido
amarelo em 30 %. RMN *H (300 MHz, CDCIs) & (ppm): 8,40 (s, 1H, H8), 8,27 (s, 1H, H2)
8,12 (d, J = 6,8 Hz, 1H, H6), 8,09 (d, J = 7,0 Hz, 1H, H4), 7,91 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H6'-
H3"), 7,63 (t, J =7,9 Hz, 1H, H5) 7,46 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H5’-H3") 7,37 (t, J = 7,3 Hz, 1H,
H4’) 3,98 (s, 3H, H9). RMN *C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 165,8 (C9), 148,7 (C7), 137,2
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(C3), 131,9 (C1), 130,1 (C1’), 129,6 (C5), 128,9 (C3'-C5’), 128,6 (C4’), 125,9 (C2'-
C6'),124,7 (C4), 121,0 (C8), 117,5 (C2), 52,6 (C10).

N~

g/ =N o]
, ' 7,
5 61' /”Q\,N 2, L oo
— 4 6
3 2 %

3-(4-(fenoximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) benzoato de metila (34). Produto obtido como
um sélido amarelado em 80 %. RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,35 (s, 1H, H9),
8,13 — 8,10 (m, 2H, H2-H6) 8,02 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H4), 8,09 (d, J = 7,0 Hz, 1H, H4),
7,61 (t, J=8,0 Hz, 1H, H5), 7,31 (t, J = 7,9 Hz, 2H, H5-H3’) 7,04 — 6,96 (m, 3H, H6’-H2'-
H4’) 5,31 (s, 2H, H7) 3,96 (s, 3H, H11). RMN **C (75 MHz, CDCl;3) & (ppm): 165,7 (C10),
158,2 (C1), 145,4 (C8), 137,2 (C3), 132,0 (C1), 130,0 (C5), 129,6 (C3’-C5’), 129,7 (C6)
124,8 (C4), 121,4 (C2),121,2 (C4’), 120,8 (C9), 114,8 (C2’-CF’), 62,0 (C7), 52,5 (C11).

6.2.4.4 Hidrdlise dos ésteres

y_@ 1) KOH 2) HCI 5% (viv) Iy_@
) e i
R1_©_w Re R1_©_W Re

THF:H,0O/t.a.

25 R,= H; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH, 20 R= H; R,= m-COOH; W= O; Y= CH,
26 R4= MeO; Ry,= m-COOMe; W= O; Y= CH, 35 Ry= MeO; Ry= m-COOH; W= O; Y= CH,
1 Ry= OH; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH, 36 Ry= OH; Ry= m-COOH; W= O; Y= CH,
27 R4= NO,; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH, 37 R4= NOy; R,= m-COOH; W= O; Y= CH,
12 R4y= NH,; R,= m-COOMe; W= O; Y= CH, 38 Ry= NHy; R,= m-COOH; W= 0O; Y= CH,
28 R;= H; R,= m-COOMe; W= NH; Y= CH, 39 R;= H; R,= m-COOH; W= NH; Y= CH,
29 R;= H; R,= m-COOMe; W= S; Y= CH, 40 Ry= H; Ry= m-COOH; W= §; Y= CH,
30 R,= H; R,= m-COOMe; W= CH,; Y=0 41 R4= H; R,= m-COOH; W= CH,; Y=0
31 Ry= H; R,= p-COOMe; W= O; Y= CH, 42 R,= H; Ry,= p-COOH; W= O; Y= CH,

32 Ry= OMe; R,= p-COOMe; W= O; Y= CH, 43 R,= OMe; Ry= p-COOH; W= O; Y= CH,

Os ésteres metilicos (1 eq, 1 mmol) foram dissolvidos em THF e agua (2
mL/mmol) com posterior adicdo de uma solucdo 2 mol/L de KOH (3 eq, 3 mmol, 1,5 ml
de solucdo). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente.
Apo6s o consumo do reagente (confirmado por CCD), o THF foi removido sob presséo
reduzida e a mistura foi acidificada com uma solucao de HCI (5% v/v), até alcancar pH
2,0. O precipitado foi filtrado e recolhido. Os produtos foram purificados por meio de
coluna cromatografica flash, utilizando sistema eluente DCM/MeOH com proporgéo de
9:1 (Manos-Turvey et al, 2015).
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Acido 3-fenoximetil benzéico (20). Produto obtido como sélido branco em 84 %.
RMN H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,04 (s, 1H, H2), 7,92 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H6),
7,70 (d, J =7,6 Hz, 1H, H4), 7,53 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5), 7,31 (t, J = 7,9 Hz, 2H, H5’-
H3’), 7,03 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H2’-H6’) 6,95 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H4’), 5,18 (s, 2H, H7).
RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 167,1 (C8), 158,2 (C1’), 137,7 (C3), 131,8 (C1),
131,0 (C4), 129,4 (C5-C3’), 128,7 (C6), 128,6 (C2), 128,2 (C5), 120,8 (C4’), 114,8 (C6'-
C2), 68,5 (C7).

Acido 3-((4-metoxifenoxi)metil) benzoéico (35). Produto obtido como sélido branco em
77 %. RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 8,02 (s, 1H, H2), 7,90 (d, J = 7,7 Hz, 1H,
H6), 7,67 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H4), 7,51 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H5) 6,96 (d, J = 9,1 Hz, 2H,
H5’-H3’), 6,86 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H6’-H2’), 5,12 (s, 2H, H7), 3,69 (s, 3H, H10). RMN 3C
(75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167,2 (C8), 153,6 (C4’), 152,1 (C1’), 137,9 (C3), 131,7
(C1), 131,0 (C4), 128,6 (C6), 128,5 (C2), 128,1 (C5), 115,8 (C6’-C2’), 114,6 (C5-C3’),
69,1 (C7), 55,3 (C10).

Acido 3-((4-hidroxifenoxi)metil) benzéico (36). Produto obtido como sélido amarelado
em 30 %. RMN *H (300 MHz, Metanol-d4) & (ppm): 8,10 (s, 1H, H2), 7,98 (d, J = 7,6 Hz,
1H, H6), 7,67 (d, J=7,5 Hz, 1H, H4), 7,49 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5) 6,86 (d, J = 8,9 Hz, 2H,
H6’-H2'), 6,73 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H5’-H3’), 5,06 (s, 2H, H7). RMN *3C (75 MHz, Metanol-
ds) & (ppm): 169,9 (C8), 153,4 (C4’), 152,7 (C1’), 139,7 (C3), 132,42 (C1), 132,9 (C4),
130,0 (C6), 129,7 (C2), 129,6 (C5), 117,2 (C6’-C2), 116,9 (C5’-C3), 71,4 (C7)
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Acido 3-((4-nitrofenoxi)metil) benzéico (37). Produto obtido como sélido amarelado
em 70%. RMN H (300 MHz, D»O) & (ppm): 7,99 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H5’-H3’), 7,89 (s,
1H, H2), 7,81 (d, J = 7,3 Hz, 1H, H6), 7,45 (t, J = 6,5 Hz, 1H, H5), 7,39 (d, J = 7,5 Hz,
1H, H4), 6,94 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H6’-H2’), 5,10 (s, 2H, H7). RMN 3C (75 MHz, D-O) &
(ppm): 174,9 (C8), 163,3 (C1’), 141,1 (C4’), 136,9 (C3), 135,7 (C1), 130,3 (C4), 128,9
(C6), 128,7 (C2), 128,3 (C5), 126,7 (C5’-C3’), 115,1 (C6’-C2’), 70,4 (C7).

5 o , O Na
H,N _4@1_0 2 1/8
3 6
3 2 7
4 5

Acido 3-((4-aminofenoxi)metil) benzoéico (38). Produto obtido como sélido preto em
30%. RMN *H (300 MHz, Metanol-d4) & (ppm): 8,06 (s, 1H, H2), 7,94 (d, J = 7,6 Hz, 1H,
H6), 7,55 (d, J = 7,1 Hz, 1H, H4), 7,41 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H5), 6,93 (d, J = 7,6 Hz, 2H,
H6’-H2'), 6,73 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H5-H3’), 5,04 (s, 2H, H7). RMN BC (75 MHz,
Metanol-ds) & (ppm): 173,1 (C8), 153,7 (C1’), 141,8 (C4’), 139,2 (C3), 136,6 (C1), 129,8
(C4), 129,6 (C6), 129,1 (C2), 118,3 (C6'-C2’), 117,2 (C5-C3’), 71,7 (C7).

Acido 3-((fenilamino)metil) benzdico (39). Produto obtido como sélido amarelado em
64 %. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,93 (s, 1H, H2) 7,83 (d, J = 6,2 Hz, 1H,
H6), 7,41 — 7,38 (m, 2H, H4-H5), 7,06 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H5-H3’), 6,65 (d, J = 7,9 Hz
2H, H6’-H2), 6,58 (t, J = 7,1 Hz, 1H, H4’), 6,60 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H6’-H2’) 4,72 (s, 2H,
H7) 4,54 (s, 1H, NH). RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 166,5 (C8), 148,1 (C1),
139,1 (C3), 130,2 (C4), 128,9 (C3’-C5’),128,3 (C6), 127,8 (C1), 127,5 (C2), 128,5 (C5),
116,3 (C4’), 112,5 (C6’-C2’), 48,6 (C7).
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Acido 3-((feniltio)metil) benzéico (40). Produto obtido como sélido branco em
70 %. NMR H (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 7,95 (s, 1H, H2), 7,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H6),
7,58 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H4), 7,41 (t, J = 7,7 Hz, 1H. H5), 7,34 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H6'-
H2’), 7,29 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H5'-H3’), 7,18 (t, J = 7,0 Hz, 1H, H4’), 4,32 (s, 2H, H7).
RMN 2C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167,0 (C8), 147,9 (C1’), 140,1 (C3), 131,9 (C4),
130,6 (C6),129,3 (C3'-C5’),128,8 (C1), 128,7 (C2), 128,5 (C5), 117,8 (C4’), 113,0 (C6'-
C2’), 48,0 (C7), 52,1 (C9).

3-benziloxi-benzoato de metila (41). Produto obtido como um sélido amarelado em
80 %. RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 13,0 (s, 1H, H9), 7,60 — 7,29 (m, 9H), 5,21
(s, 2H, H7). RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 167,0 (C8), 158,3 (C3), 136,8 (C1’),
132,2 (C1), 129,7 (C5), 128,4 (C5’-C3’), 127,8 (C1), 127,6 (C6-C2’), 121,8 (C4),119,7
(C6), 114,9 (C2), 69,3 (C7)

Acido 4-fenoximetil benzéico (42). Produto obtido como solido branco em 68 %.
RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 12,93 (s, 1H, H9), 7,97 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H6-
H2), 7,57 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H5-H3), 7,30 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H5-H3’), 7,02 (d, J = 7,9
Hz 2H, H6’-H2"), 6,95 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H4’), 5,19 (s, 2H, H7). RMN 3C (75 MHz, DMSO-
ds) & (ppm): 167,1 (C8), 158,1 (C1°), 142,2 (C4), 130,1 (C6-C2), 129,5 (C5-C3), 127,3
(C5-C3’), 120,9 (C4"), 114,8 (C6’-C2"), 68,5 (C7).
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Acido 4-((4-metoxifenoxi)metil) benzéico (43). Produto obtido como solido branco em
83 %. RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,96 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H6-H2), 7,54 (d,
J = 8,0 Hz, 2H, H5-H3), 6,95 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H5-H3’), 6,86 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H6'-
H2'), 5,13 (s, 2H, H7), 3,69 (s, 3H, H10). RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167,1
(C8), 153,6 (C4’), 152,1 (C1’), 142,4 (C4), 130,2 (C5-C3), 127,2 (C6-C2), 115,8 (C6'-
C2’), 114,6 (C5'-C3’), 69,1 (C7), 55,3 (C10).

Acido 3-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzoico (44). Produto obtido como um solido
amarelo em 90 %. RMN *H (300 MHz, Metanol-ds) & (ppm): 8,80 (s, 1H, H8), 8,35 (s,
1H, H2) 7,99 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H6), 7,91 (d, J = 7,1 Hz, 1H, H4), 7,83 (d, J = 8,1 Hz,
2H, H6’-H3’), 7,52 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H5) 7,36 (t, J = 7,6 Hz, 2H, H5'-H3") 7,27 (t, I = 7,3
Hz, 1H, H4’). RMN *3C (75 MHz, Metanol-d.) & (ppm): 172,3 (C9), 149,7 (C7), 140,0 (C3),
138,2 (C1), 131,5(C1’), 130,8 (C5), 130,6 (C4’), 130,0 (C3’-C5’), 129,6 (C4), 126,8 (C2’-
C6’), 123,6 (C8), 122,2 (C2)

e N=N o)
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Acido 3-(4-(fenoximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) benzdico (45). Produto obtido como um
s6lido amarelado em 98 %. RMN *H (300 MHz, Metanol-d4) & (ppm): 8,63 (s, 1H, H9),
8,40 (s, 1H, H2) 8,10 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H6), 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H4), 7,61 (t, J =
7,9 Hz, 1H, H5), 7,31 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H5’-H3’) 7,06 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H6’-H2’), 6,97
(t, J=7,3 Hz, 1H, H4’), 5,27 (s, 2H, H7). RMN *3C (75 MHz, Metanol-d.) & (ppm): 172,5
(C10),159,8 (C1), 146,1 (C8), 140,1 (C3), 138,1 (C1), 130,8 (C5), 130,6 (C3'-C5’), 123,7
(C2),123,6 (C4’), 122,8 (C9), 116,0 (C2’-C6’), 62,4 (C7).
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6.2.4.5 Sintese do tetrazol

\ U
CN NH
C NaNy/NH,CI C
—_—
@—o DMF/Refluxo/16 h @—o

51 46

O intermediério 51 foi dissolvido em DMF (4 ml/mmol) com posterior adicdo de
NaNs (1,2 eq.) e NH4CI (1,2 eq.). A mistura foi mantida sob agitagéo e refluxo por 16
horas. Depois de resfriar, agua foi adicionada para que em seguida fosse feita a lavagem
com AcOEt. Ao final, o pH da fase aquosa foi ajustado para 1 com adicdo de solugéo
aquosa de HCI 5% (v/v) e a mistura foi mantida sob agitacdo por 30 minutos. O
precipitado formado foi filtrado e lavado com agua (Vorona et al., 2014).

5-(3-(fenoximetil)fenil)-1H-tetrazol (46). Produto obtido como sélido amarelado em
5 %. RMN *H (300 MHz, Metanol-d4) & (ppm): 8,03 (s, 1H, H2), 7,87 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
H6), 7,56 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H4), 7,49 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H5), 7,18 (t, J = 7,9 Hz, 2H,
H5’-H3’), 6,62 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H2'-H6’) 6,84 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H4’), 5,07 (s, 2H, H7).
RMN C (75 MHz, Metanol-d4) & (ppm): 160,1 (C1’), 157,5 (C8), 140,6 (C3), 131,0 (C4),
130,7 (C6), 130,6 (C5-C3"), 127,6 (C5), 127,1 (C4), 125,7 (C1), 122,2 (C4’), 116,0 (C6'-
C2’) 70,2 (C7). ESI HRMS calculado para CisHisN4sO: [M + HJ", m/z 253,1084.
Encontrado 253,1094.
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra

W o Date: 26/6/2018

| & Sample: M-MBB72Na
Vial: 1
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch

LAPESSE
mAu

11.50

_|_,_,_.—-""—-—._._|_‘_‘_
l:'__‘—-—4'\._,._‘—._,_.—-—'_'_'_'_'J
— 7T ]
L] 5 10 15 20
min
FeakTable
Chi
Peald# | Ret Iime Area Height_Jidth at 50% Heiglailing Factd Area™ | Conc. %
1 11501  5463050| 972125 0,051 1,655 100.000]  100.000
Total SAE3050] 972125 100,000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

¢ Informagies da Amostra
L Date: 16/7/2018
. [ Sample: M-MB8T2P
Vial: 3
Injection Volume: 20
Batch: batch 16-07-18.1cb
LAPESSE
mAu
| 5
o
QLI
S00000
PeakTable
Chi
Peald# | Ret Iime Area Height_Jidth at 50% Heiglailing Factd Area™ | Conc. %
1 1120 A5711 6521 0090 16 0,630 0,630
F 2 005 95768| 17782 0083 5 1320 1320
E 2642 161877 223 0079 2 469 22352 27352
4 12968]  Goo03o8| 12005956 (] 1,785 95 618 o5 618
Total T253714] 1246990 100_000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

1 AD1/2%nm

Informagies da Amostra
o e Date: 26/6/2018
] (u) Sample: M-ADS10P
Vial: 3
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
1250000+ 2
] o
1000000
750000
500000
i o
i ]
(. .
] 1AD 1
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
L] 5 10 15 20
min
1 ADI/254mm
PeakTahie
Ch1
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 12.726] 6872475 1160088 0085 2007 99,807 90807
z 13612 13263 3067 0063 149 0.193 0153
Total GBB6738| 1172146 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
. .;:. i Date: 26/6/2018
L ] (8] Sample: M-ADS12P
Vial: 10
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
] 5
1000000 ol
750000
500000
250000
] s
] 2 P
- o
7 “AD 1
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 5 10 15 20
min
1 AD1/254mm
PeakTable
Chi
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 2602 77475 2211 0.561 3407 1.320 1320
F] 12673| 5789017 | 1027851 0.076 Z004 58 625 38625
3 BT 3258 750 0.062 0.000 0.056 0.056
Total 5863750 1030812 100,000
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LAPESSB .
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA
Informagies da Amostra
e Date: 5/9/2018
] [u] Sample: M-ADS20P
Vial: 11
Injection Volume: 20
Batch: batch 16-07-18.1cb
LAPESSE
A
. =
3000000 @
2000000+
1000000+
- 3 g
: t o |
0 1AD 1
— T T T
0 b 10 15 20
min
1 AD1/2%4mm
PeakTable
Chi
Peald | Ret Time | Area Height_Jidith at 50% Heiglailing Faciq  Area% | Conc. %
1 11037 ZH79| 6 0.058 1313 013 043
F] 12.396 43005 5808 0122 1.564 0244 0244
3 13.812| 17582065| 3207007 0.080 1731 55.626 95626
Total 17648149 2219084 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
. .;I. i Date: 26/6/2018
] (u) Sample: M-ADS21P
Vial: 2
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
_ H
o
2000000
1000000
: er &3 %=
4 S5 =9
0 ST T
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
L] 5 10 15 20
min
1 ADI/254mm
PeakTable
Chi
Peald | Ret Time Area ight [lvcith af 50% Heiglailing Factd Area% | Conc. %
1 10,355 IEF153] 3300 005 1344 1584 1.584]
F 10.965 163 -0 0,000 0000 0.001 0001
3 11572 389498 G7058 0053 1738 2022 2082
4 12610 TI16| 12355 0085 1857 0.369 0369
5 13272 18351607 2828272 0,095 2038 95 765 95 265
B 14433 57922 12152 0.065 2262 0301 0301
7 14811 11210 355 0052 1257 0.058 0058
Total 19263670 2956462 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra

. .'_L. i Date: 17/7/2018

| & Sample: MADS24P
Vial: 5
Injection Volume: 20
Batch: batch 16-07-18.1ch

LAPESSE
mAu

] 1AD 1
T T T T
0 5 10 15 20
min
1 AD1/254nm
PeakTable
Chi
Peal# | Ret Time Area Height [idth at 50% Heiglailing Factd] Area®% | Conc. %
1 13.056 2468059 | 4147238 005 1.758 895962 95 962
2 14226 103863 14655 0,056 2.395 4.038 4038
Total 2571922 428854 100.000
BRANCO
ul'
A000000-
500000+
1 ____,__.—-—h"_"_'_‘——-—._
I
| “1AD 1
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 5 10 15 20
min

88



89

S6'9 -
86’9

9T L~
6L

6V L~
(4 XAl

0'8 .
£0°'8

<6’E

J&N.N

——98T
e

HM&Q.N

uM,ém.ﬂ
I

€T'Ss —

569
86'9 >
oz'L
6T L
6v'L~
st/

$0'8~
L0'8

+6°T

3.5

f1 (ppm)

Espectro de RMN *H do composto 31 (CDCls)

T°¢Ss—

€69 —

6YIT—
£TTT
o'zt
9'6ZT
L6zt W
6'62T

PTrT —

S'8ST —

6°99T —

T T T T T T
70

120

90 80
f1 (ppm)
Espectro de RMN *C do composto 31 (CDCls)

100

110

160 150 140 130

170



LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
e Date: 13/4/2017
] (8] Sample: MBBT2P 13-04-17
Vial: 40
Injection Volume: 15
Batch:
LAPESSE
mAu
2500000+ m
] o
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] g
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T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
0 5 10 15 20 25
min
1 DetAChl/354em
PeakTable
Detector A Ch1 254nm
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 T2.816| 14199543 2390155 .01 1302 99.037 99037
z 14.057 138105] 19635 1.085 2063 0.963 0963
Total 14337649 2409790 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
Lo o Date: 15/5:2017
] (8] Sample: ADS10P 15 05 17
Vial: 10
Injection Volume: 20
Batch:
LAPESSE
mAu
i 8
] s
A1 500000
1000000
SO0
] 2
i o
0 ) 1Det.A Ch1
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
L] 5 10 15 20 25
min
1 Det A Chl/ 154mm
PeakTahie
Detector A Ch1 254nm
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 12880 11333246 1736289 0105 0043 98410 98410
z 13528 183084 23672 0110 138 1590 1580
Total 11516331 1759861 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
. .'_L. i Date: 27/6/2018
- & Sample: M.ADS29P
Vial: 18
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
] 'ﬂ
3000000 o
2000000
1000000
] I8 °
] =53 “
0 o |
———r— 77—
[1] 5 10 15 20
min
1 AD1/254nm
PeakTable
Chi
Peald | Ret Time Prea Height [idth at 50% Heiglailing Facto] Area% | Conc %
1 10.836 B5399] 13714 0103 1511 0272 0.272
2 11.364 120480 20566 0087 0000 0367 0367
3 11.535 3T B6E 0,094 0.000 1.645 1645
4 12358 31770654 IZIT03T 0161 1.463 96.819 96813 |
5 13126 Z94184 52557 0.068 2.154 0.857 0857
Total 32814485 13042 AL
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
n;i.l Date: 26/6/2018
» [ Sample: M-ADS100P
Vial: 5
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
A
J000000— -
. o
2000000+
1000000+
] =
] L Laatd
l-'l-'
0 [~ 1AD 1
— 7T T
0 b5 10 15 20
min
PeakTable
Ch1
Pealf | Ret Time | Area Height_Jidth at 50% Heiglailing Factd Area™ | Conc. %
1 2108] 20569663 2945697 0115 1621 99,489 99,489
2 2403 7542 0056 0.000 0.036 0,036
3 2487 5630) 1618 0000 0.000 0.027 0027
4 2562 1651 3540 0065 0.000 0.0E0 0.0B0
5 3.036 YT 754 0LOET 0000 0.7 0T
3 13296 100MB] 405 1062 [0L.000 0.052 0.052
Fi 13.505 53540 @924 0.067 0.000 0259 0.259 |
Total 20675386 ZIGEI6E 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
Lo o Date: 22M 172017
L] L Sample: M-ADS10Na Z2.11.17
Vial: 30
Injection Volume: 40
Batch:
LAPESSE
mAu
] 2
To0000+
SO0000H
250000+
] %
l] ] J d-'- _._'_‘_‘_‘_‘_‘""\-\.
1Det.A Chi
T T T T I T T T T | T T T T | T T T T |
0 5 10 15 20
min
1 DetAChl/254em
PeakTable
Detector A Chi 254nm
Peal# | Ret Time |  Area | Height Jidth at 50% Heigl ailing Fackd _Area % | Conc. %
1 11.401|  46518126] 884441 0.079 1.062 98.635 98635
Fl 11537 63915] 7685 0151 1748 1.365 1.368
Total 4682041 892126 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

100

1 AD1/2%nm

Informagies da Amostra
o e Date: 26/6/2018
] (u) Sample: M-ADS11
Vial: 8
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
] 8
b m
TS0000-
SO0000-
2500010
] 2
1 ¢
T Ly ]
b ~AD 1
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
L] 5 10 15 20
min
1 ADI/254mm
PeakTahie
Ch1
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 0003 4653004 834038 0088 1.360 95676 95616
z 10859 F16E3| 4076 1.085 1774 4324 A3
Total AB955B6| 874214 100.000
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500000+
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
L Date: 27/6/2018
b | (8] Sample: MADS12
Vial: 13
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
1000000+ 8
750000
500000
250000
] % 3
S
T “1AD 1
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 5 10 15 20
min
1 AD1/25%4m
PeakTable
Chi
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 2614 Trisd] 2241 1.548 3032 1393 0.000
z B.637 GBGA7| 7468 0.152 1208 1239 1257
3 11.388| 5394282 085908 1.069 1772 57367 98.743
Total 5541133 996617 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
g Date: 16/7/2018
® T Sample: M-ADS20
Vial: 2
Injection Volume: 20
Batch: batch 16-07-18.Icb
LAPESSE
mAu
3000000 2
2000000
1000000
: 3% |
o
o ™~ 1AD 1
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 5 10 15 20
min
1 AD1/254nm
PeakTable
Chi
Peal# | Ret Time | Area | Height |idth at 50% Heiglailing Factd _PArea% | Conc %
1 B.684 151706 22477 0106 1.12%6 059 0859
Fl 9293 he142 11562 [(Tr 1.153 0318 0318
E] 9676 49616 9768 0,080 1261 0281 0281
4 11.326| 17403160 | 2587390 0096 1399 98.542 98542
Total 17660623 | 3031197 100,000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

106

Informagies da Amostra
e Date: 26/6/20156
- & Sample: M-ADS21
Vial: 0
Injection Volume: 20
Batch: batch.lcb
LAPESSE
méau
) R
3000000
2000000
1000000
] 3 g
] b o -i
] “ ol S
0 1AD 1
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 5 10 15 20
min
1 AD]/254mm
PeakTable
Chi
| Peals? | Ret Time Area Height Jidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 2329 3913 0039 1274 0034 0034
2 11.793] 275560E0) 36599085 0121 1.578 o0 698 99,698
3 12_405 499495 9566 0080 1.675 A8 0184
4 14,895 24103 4596 0.063 0831 0087 0BT
T =l FTFCTOTAAl ATATALT E L il il
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
W o Date: 26/6/2018
i & Sample: M-ADS24
Vial: 4
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
] 8
500000
250000
] R
0+ [
: “4AD 1
T T T T
L] 5 10 15 20
min
1 AD1/254nm
PeakTable
Chi
Peal# | Ret Time Area Height [fidth at 50% Heiglailing Factd] Area®% | Conc. %
1 11.553 J58TMG| 622345 0.054 1.744 99.032 99032
2 11.794 A5088 7297 0.078 1.794 0.968 0968
Total 3623034 | 629541 100,000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

CENTRAL ANALITICA
Informagies da Amostra
Lo o Date: 17/7/2018
& Sample: MBET2K
Vial: 4
Injection Volume: 20
Batch: batch 16-07-18.1ch

LAPESSE
A
] 8
1500000+
1000000
SO0+
o [~ 1aD 1
— T T
0 b5 10 15 20
min
PeakTable
Ch1
Pealf | Ret Time | Area Height_Jidth at 50% Heiglailing Factd Area™ | Conc. %
1 11561 9944240] 1763678 0.052 1507 100.000] 100000
Total 9944240| 1763678 100.000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Dt A Chl /254mm

Informagies da Amostra
L Date: 201072016
. o Sample: ADS10 20-10-16
Vial: 30
Injection Volume: 20
Batch:
LAPESSE
mAu
] 3
=
1 500000+
1000000+
S00000+
- 5
0 ] ] _L -
1Det.A Chi
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
0 & 10 15 20 25
min
1 DetAChl/254am
PeakTable
Detector A Chi 254nm
Peal# | Ret Time | Area | Height Jidth at 50% Heigl ailing Fackd _Area % | Conc. %
1 10-237| 18423279 1759053 0158 1.280 59,892 99852
z 10737 19924 5031 0100 1152 0.108 0108
Total 18443203 1764084 100000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
Lo o Date: 22M4172017
L o Sample: M-ADS29Ma 22.11.47
Vial: 30
Injection Volume: 40
Batch:
LAPESSE
mAu
4000000 g
000000
2000000
1000000
] &
1 ]
] g =
u ] A L' - -
1DetA Chi
T T T T I T T T T | T T T T | T T T T |
L] 5 10 15 20
min
1 Det A Chl/ 154mm
PeakTahie
Detector A Ch1 254nm
Peal# | Ret Time Area Height [iidth at 50% Heiglailing Factd Area% | Conc %
1 10519 G036 1229209 0075 0847 1.636 1636
z 11.175] 38149521 3991018 0147 1585 97 959 97959
3 12362 15742 3iEa2 0.077 115 0.406 0.406
Total 38944498 4145179 100.000
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o s g
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FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
. .'_L. i Date: 26/6/2018
. o Sample: M-ADS100Ma
Vial: 9
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
3000000+ 8
] e
2000000
1000000
] 2
i 2 a -
o @ R
] [~ 1AD 1
———r— 77—
[1] 5 10 15 20
min
PeakTable
“Ch _ —
Peald# | Ret Time Area Height Edﬂlatﬂ]ﬂl-leija’iggFadn Area % Conc. %
1 2604 79765 2261 0.563 3.254 0.420 0.420
2 5 250 18766 3019 0.095 0,000 0053 0053
3 10285 BT265 3114 0123 0,000 0304 0304
4 10.552 62398 5624 D152 0.000 0328 0328
5 10.935| 18746754 | FO0B465 0106 1.499 98 684 58 684
5] 11.854 MBET T4BE 0.062 1.471 0168 0168
Total 18596815 | F930I69 100000
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LAPESSB )
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CENTRAL ANALITICA

Informagies da Amostra
o e Date: 26/6/2018
| & Sample: MLADS33
Vial: 7
Injection Volume: 20
Batch: batch.lch
LAPESSE
mAu
e
2000000
100N
. 1AD 1
———r— 77—
[1] 5 10 15 20
min
1 AD1/254nm
PeakTable
Chi
Peald | Ret Time Prea Height [idth at 50% Heiglailing Facto] Area% | Conc %
1 10.5906] 29555 3629 [RE"] 0.000] 0.158 0.158
2 11.192| 18718891 | 2643454 0.119 1.560 99 8402 99842
Total 18748446 2647083 AL
BRANCOD
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FBF5734- Mecanismos de Agéo dos Farmacos aos .
7/4 Niveis Molecular e Eletrdnico 16/02/2016  30/05/2016 90 6 92 N  Concluida
FBF5704- , .. . . .
6/4 Analise Espectrométrica de Farmacos 02/03/2016  14/06/2016 150 10 78 N  Concluida
FBI;%W- ;I'(')picos Gerais de Farmaco e Medicamentos 10/03/2016  30/06/2016 45 3 93 N Concluida
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1M Bioldgica
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