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RESUMO

PRIMI, M. C. Candidatos a novos agentes tuberculostaticos: planejamento e sintese de
inibidores da fosfopanteteina adenililtransferase. 2018. 90p. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

A tuberculose (TB) é uma das maiores causas de morte por infecgdo no mundo, sendo que,
em 2015, registraram-se 10,4 milhdes de novos casos. O agente etiolégico da doenca, o
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), apresenta altos niveis de resisténcia frente aos
quimioterapicos disponiveis para o tratamento da TB. Além disso, a terapia atual da doenca
explora poucos alvos essenciais ao Mth. Neste sentido, explorar novos alvos, essenciais ao
crescimento e sobrevivéncia da micobactéria € de grande interesse e poderia gerar farmacos
mais efetivos, eficazes contra cepas resistentes e a forma latente da TB. Para este fim, o
presente trabalho propds o desenvolvimento de inibidores da enzima fosfopanteteina
adenililtransferase (PPAT), a qual possui carater regulatério na via de biossintese da
Coenzima A (CoA) da micobactéria. Inicialmente, propuseram-se 50 estruturas de potenciais
inibidores da PPAT de M. tuberculosis (MtPPAT), baseando-se na estrutura de seu substrato,
a fosfopanteteina, e na estrutura do sitio ativo da enzima. Em seguida, propuseram-se outros
28 ligantes. A fim de se prever as potenciais complementaridades entre os 78 inibidores
propostos e o sitio ativo da MtPPAT, empregou-se a estratégia de docking. Posteriormente,
realizaram-se calculos semi-empiricos, com os complexos dos ligantes que se mostraram mais
interessantes nas simulacdes de docking, a fim de se obter informacBes sobre a entalpia de
interacdo dos ligantes com o sitio ativo da MtPPAT. A partir dos resultados obtidos nos
estudos computacionais, selecionaram-se 0s inibidores que se mostraram mais promissores. A
sintese destes ligantes e a de seus fragmentos foi realizada. Avaliaram-se a atividade
microbioldgica in vitro, bem como a citotoxicidade dos ligantes sintetizados. Alguns dos
compostos sintetizados apresentaram atividade frente as cepas sensiveis e resistentes do Mth
na casa de micromolar. Todos os compostos ativos ndo foram considerados citotoxicos. A fim
de validar o planejamento e o alvo dos possiveis inibidores, verificando a atividade inibitéria
desses frente a enzima MtPPAT, realizou-se a producdo e purificacdo da enzima. Por fim,
realizaram-se ensaios de inibicdo enzimatica frente & MtPPAT, os quais permitiram a
identificacdo dos primeiros inibidores da enzima ja descritos, com atividade na casa de
micromolar, validando-se o0 alvo em questao.

Palavras-chaves: quimica farmacéutica e medicinal, planejamento de farmacos, tuberculose,

fosfopanteteina adenililtransferase, inibidores enzimaticos.



ABSTRACT

PRIMI, M. C. New antituberculosis agents’ candidates: design and synthesis of
phosphopantetheine adenylyltransferase inhibitors. 2018. 90p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

Tuberculosis is one of the major causes of death by infection worldwide. In 2015, 10.4
thousand new cases of the disease were registered. The tuberculosis’ causing agent
Mycobacterium tuberculosis presents high levels of resistance for the available chemotherapy.
Thereof, exploit new M. tuberculosis targets is of utmost importance to overcome drug
resistant tuberculosis. In this sense, the enzyme phosphopantetheine adenylyltransferase
(PPAT) generates scientific interest since it displays a regulatory role in the M. tuberculosis
coenzyme A (CoA) biosynthesis. Therefore, the purpose of the present study was the
development of M. tuberculosis PPAT (MtPPAT) inhibitors. Initially, 50 potentially MtPPAT
inhibitors were designed based on MtPPAT’s substrate and the enzyme’s active site. After
preliminary results, more 28 compounds were designed. Docking simulations were performed
with the 78 compounds synthesized, leading to the prediction of the interaction between the
proposed inhibitors and MtPPAT active site. Latelly, semi-empirical calculations were
performed with the most promising compounds. These calculations were carried out to obtain
information about the enthalpy interactions between compounds and MtPPAT active site.
Computational studies led to the selection of the most promising inhibitors. Those compounds
and some of their fragments were synthesized, purified, and characterized. The synthesized
compounds had their in vitro microbiological activity and cytotoxicity evaluated. Some of the
synthesized compounds showed activity against the Mtb sensitive and resistant strains in
micromolar range. Besides that, the active compounds were not considered cytotoxic. To
validate the potential inhibitors' design and evaluate their capacity to inhibit MtPPAT, the
enzyme was produced and purified. MtPPAT inhibitory assays were performed, leading to the
first inhibitors of the enzyme, with activity in micromolar range, validating the target.

Keywords: medicinal chemistry, drug design, tuberculosis, phosphopantetheine

adenylyltransferase, enzimatic inhibitors.



SUMARIO

L INTRODUGAO........coiuiiieeeeeeteee ettt en sttt n e
1.1 TUBERCULOSE ......ovoviieieeeieeieeiesessesessesss s sessessessssassssssssssssssss s snsnsnes
1.1.1 EPIDEMIOLOGIA . .....cooooeioeeeeeeteeeeeeeeeeses st
1.1.2 AGENTE ETIOLOGICO.......c.ooiiieeeeeee e tese e senes s
1.1.3 TRANSMISSAO E MANIFESTACOES CLINICAS.......cccoeveveeerreenen,
1.1.4 QUIMIOTERAPIA. .....ooooeoeeeeceeeeeeeeeeeessess s sesas s aseesen s
1.2 NOVO ALVO POTENCIAL PARA TB.....ooivieeeeeeeeeeeeeeeeees s
121 A COENZIMA A E A  FOSFOPANTETEINA
ADENILILTRANSFERASE ........ooiiiieieeesseeesesee s esssessessesses s sessnesnens
1.3 PLANEJAMENTO DE FARMACOS.......oooiieiriniirieriiessessessessssssssessensnns
1.3.1 MODELAGEM MOLECULAR NO PLANEJAMENTO DE
FARMAGCOS. .......cooeieeeeeteeee e tee st s et en st n st ene st s st en et ens s sanens
0 T 00 9 o Tod Lo OSSP
1.3.1.2 CAICUIOS SEMI-EMPITICOS. ... vveiuveeirieireeiteeecreesteeebeesreesreesreeebeesreesbeesnbeenbeeas
2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA . ....ooooeeeeeeeeeeeeeee e
2.1 PLANEJAMENTO DO TRABALHO EXPERIMENTAL.......cccoevvrivrienenn
3MATERIAL E METODOS........cooiieeieieeeeseeeeesesessessessessessssnss s sesnenes
BAMATERIAL ...ttt ne st ne st
3.1.1 MODELAGEM MOLECULAR.........cocoiiiteeeeeseseseeeeeeeeeeeeseees s
3.1.1.1 Programas COMPULACIONAIS. ......cvereirvieiiieeireeeiteeeciteeeerreeseaeeeseseeeseneessnneeeens
B L2 SINTESE ..ottt ettt anen e

3.1.2.1 Reagentes, solventes e demais materiais para sintese e

BNTALISE. ..ot e —————tee e e e e ae—————————aaeaeaaae————————

3.1.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE MICROBIOLOGICA E DE
CITOTOXICIDADE.......c.oi ittt

3.1.4 PRODUQAO E PURIFICACAO DA PPAT E ENSAIOS
ENZIMATICOS ...t
3.2. EQUIPAMENTOS ...ttt

BB IMETODOS. ... et et e e e et et e e et e e e ettt
3.3.1 PLANEJAMENTO DOS COMPOSTOS......ocooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer oo e,
3.3.2 MODELAGEM MOLECULAR. ..o oo eeee e eeeraeee e

TR A B (T [0 (1 1o SR

© N BB W NN DN

14

15
16
17
19
21
22
23
23
23
23

23

24

24
25

25
25
30
30



R I V£ o = Vo= (o ST PRTRRPRPR
3.3.2.3 Construcdo tridimensional dos lHgantes.........cooovveeeee e,

3.3.2.4 Docking dos ligantes preliminarmente planejados..........ccccoccveeeeeiveeeenne..

3.3.2.5 Docking do conjunto total de ligantes PropoStoS. .......ccoeveevemeeeeeeeeeeeeeennnn.

3.3.2.6 Entalpia de formacao de complexo dos ligantes mais promissores..........

3.3.2.7 Calculos de Coeficiente de PartiCa0. ...ttt e e e e e neaees
3.3.3 SINTESE, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO........cccooovverirrrnn.
303,83, S N . i iiii i ————————————

3.3.3.1.1 Sintese dos cinco ligantes selecionados previamente e dos seus

FESPECTIVOS TragMENTOS. .....eevviiiiiiticit e
A. Sintese dos ligantes 8, 63, 67 e 68, do fragmento 81 e do ligante otimizado 82...
B. SINtESE O HIOANEE BB....ceeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeeas

C. Sintese do ligante otiMizado 79.......c.ueeeeiieeeee et e e e et e e e e e e e eaaes

D. Sintese do fragmento 80........oovee oot ———

E. Sintese dos ligantes otimizados 83 € 84 ......ueeeveeee e

3.3.3.2 Purificacdo dos compostos SINtEtiZadoS. ......c..ueveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

3.3.3.3 Andlise e caracterizacdo dos compostos Sintetizados..........coeevvveeevviveeenns

3.3.3.3.1 Cromatografia em camada delgada............ccccoveriiiiiiniiiiienccneie
3.3.3.3.2 Espectrometria por ressonancia magnética nuclear (RMN) ................
3.3.3.3.3 ESPeCtrometria de MasSas.......cccecvveirieiieeiieiie sttt
3.3.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DE ATIVIDADE..........cccccoeveirerennnne.

3.3.4.1 Determinacédo da concentracédo inibitoria minima (CIM) por meio do

método Microplate Alamar Blue assay (MABA) ......oeeeeeeeeeee e

3.3.4.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) no estado de

laténcia por meio do método Low Oxygen Recovery Assay (LORA) ....ccooveeee.....

3.3.4.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) contra cepas

de Mth H37RV MONOITESISTENTES. .....evvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseseneseseeeseensnnnnnnnes
3.3.4.4 ESPectro de atiVIdade. .......coooeieeeeeeeeeee e,

3.3.4.5 Determinacdo de citotoxicidade (Clso) em células VERO ........ccccceoveveenee.
3.35 PRODUC}AO E PURIFICACAO DA FOSFOPANTETEINA
ADENILILTRANSFERASE ...t
3.3.5.1 Producéo e purificacdo da fosfopanteteina adenililtransferase de M.
tUDEIrCUIOSIS (MEPPAT) Lottt

31
33
33
33
36
38
38
39

39
39
40
41
41
41
42
43
43
43
43
43

44

44

45

45

46

46

47



3.3.5. 1.1 PrOQUGAD. .....ceeiieiieiieie ettt bbbt
3.3.5. 1.2 PUNIFICAGAD. ... ettt
3.3.6 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA......coooeeeeeeeeeeeere e
3.3.6.1 Ensaio de inibicdo enzimatica dos ligantes a fosfopanteteina
adenililtransferase de M. tuberculosis (MtPPAT) ....cccccoiiiienieiieiie e
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccoiiiiriiniieieissiseiesiesiessesssssssssesssesseens
4.1 MODELAGEM MOLECULAR......c.ccoiiiitieet e
4.1.1 REDOCKING. .....cciiiiiitieiiieiee sttt sttt st nee e
412 VALIDACAO.........o oottt
4.1.3 DOCKING DOS LIGANTES PRELIMINARMENTE PLANEJADOS....
4.1.4 DOCKING DO CONJUNTO TOTAL DE LIGANTES PROPOSTOS......
4.1.5 ENTALPIA DE INTERACAO DOS COMPLEXOS DOS LIGANTES
MAIS PROMISSORES........cco ettt
4.1.5.1 Célculos de entalpia de interaco N0 VACUO.........cccerververeerierieriesreereaeeeeens

4.1.5.2 Calculos de entalpia de interacdo com constante dielétrica da agua

4.1.5.3 Calculos de entalpia de interacdo com constante dielétrica para

cavidade da proteina proxima a fase aquoSa (25).....cccuveeeveeeeeeeeeeeeceeeeee e

4.1.5.4 Comparacdo dos resultados obtidos para os ligantes com os resultados

obtidos para a foSfOPANTELEING. .......cevverviiiiiiieie e
4.1.6 CALCULOS DE COEFICIENTE DE PARTICAO........cccooovvvveereerernn.
4.2 SINTESE E PURIFICACAO. ... oo
4.2.1 MECANISMOS REACIONAIS. ...ttt
4.2.2 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS.........cccoovrerrerernnn.

4.2.2.1 Aspectos fisicos e rendimentos reaCioNaiS. ........ooeeeuveeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeaens

4.2.2.2 Analises de RMN e espectrometria de Massas........c..ccovevvveevreriveriiveesveeenns
4.3 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DE ATIVIDADE..........cccovvversiereeinene.
4.3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) POR MEIO DO METODO MICROPLATE ALAMAR BLUE ASSAY
(MABA) E NO ESTADO DE LATENCIA POR MEIO DO METODO LOW
OXYGEN RECOVERY ASSAY (LORA).......oiiieeeeeeeeeee e
4.3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) CONTRA CEPAS DE M. tuberculosis H37Rv

49
51
52
52
52
55
57

61
61

62

63

65
66
67
67
69
69
71
74

74



Vi

MONORRESISTENTES.........coiviiieieieeieesee st sess st 76
4.3.3 ESPECTRO DE ATIVIDADE .........coiiiiieseeeeseseseeeees s 77
4.3.4 DETERMINACAO DE CITOTOXICIDADE (Clso) EM CELULAS

1Y/ =1 T TP 77
44 PRODUCAO E PURIFICACAO DA FOSFOPANTETEINA
ADENILILTRANSFERASE (PPAT) ...ovoieieesieteetes e, 78
4.5 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA.......o.oovivieeeeeeesesreeeseseeerennien, 78

5 CONCLUSODES..........ootieeeteeeee e e es s st se s anens 82

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.ooiieeeeeeeeieeeeee s, 84
ANEXOS......coooeieeeeeeee ettt sttt |
ANEXO | - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.... Il
ANEXO 11 - ESPECTROS DE MASSAS........oviiiieseieeieieseessssesessssessessiessennens XXV
ANEXO 11 = FICHA DO ALUNO. ..ot vseesee s XLV

ANEXO IV — CURRICULO LATTES DO ALUNO.......ccceoeerereeereeeeeeeienean, XLIX



Shtroduedo

» & —
. /7///37’//(/ Candbdde // ﬁ/’/‘m/



1 INTRODUCAO

1.1 TUBERCULOSE

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose (TB) é a doencga infecciosa que atinge o maior nimero de vitimas no
mundo. Existem relatos da doenca desde a Grécia e Roma antigas. No Brasil, foi introduzida
pelos portugueses e missionarios jesuitas a partir do ano de 1500. Por volta de 1990,
observou-se uma epidemia de TB no Pais e, em 1993, a doenca foi considerada emergéncia
global de saude publica pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS). Em 2016, continuou a
ser considerada uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em paises de rendas
média e baixa. Segundo dados da OMS, estimaram-se por volta de 10,4 milhGes de novos
casos de TB, em 2015, distribuidos por todo o0 mundo (Figura 1) e 1,8 milhGes de mortes
causadas pela doenca. Estima-se que um tergo dos pacientes infectados com TB nunca tenham
sido diagnosticados ou tratados (RUFFINO-NETTO, 2002; SOUZA, VASCONCELOS,
2005; RAVIGLIONE et al., 2012; WHO, 2016; PAI et al., 2016; BARKER, 2016; ORGEUR,
BROSCH, 2018).
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Figura 1: Distribuicdo global dos novos casos de tuberculose no ano de 2015 (WHO, 2016).
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Aproximadamente 50% dos casos de TB mundialmente observados se apresentam
distribuidos em cinco paises: Brasil, RUssia, india, China e Africa do Sul. Apesar disso, 0
aumento do namero de migracdes e de refugiados, por exemplo, para a Europa, tem elevado a
disseminacédo da doenca. No Brasil, estima-se que ocorram 70 mil novos casos de TB por ano
e 4,5 mil mortes em decorréncia da doenca (WHO, 2016; PAI et al., 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2016; HARGREAVES et al., 2016; SOTGIU et al., 2017).

1.1.2 AGENTE ETIOLOGICO

A TB tem como agente etiol6gico micobactéria pertencente ao género Mycobacterium,
0 Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Figura 2). A referida micobactéria foi isolada em 1882,
pelo cientista alemdo Robert Koch. Em sua homenagem, o bacilo da tuberculose ficou
conhecido como bacilo de Koch (BK). Esta € uma bactéria gram-positiva, ou seja, apresenta
parede celular espessa, impermeavel e composta por peptideoglicanos, acidos micdlicos,
glicolipideos e polissacarideos. Porém, apesar de ser classificado como gram-positivo, devido
as caracteristicas de sua parede celular, na técnica de coloracdo de Gram o Mtb ndo mantém a
coloragdo violeta, conforme seria esperado. Dessa forma, pode ser classificado como
fracamente gram-positivo (JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 1980; KANG,
SCHLESINGER, 1998; MURRAY et al., 2003; GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012;
PAI, 2016).

Figura 2: Mycobacterium tuberculosis (FIOCRUZ, 2015).

O Mtb se apresenta na forma de bastonete, seu crescimento se da de forma aerdbia ou
anaerobia facultativa e, a 37 °C e condigdes Gtimas para crescimento, seu tempo de geragao é
entre 18-24 horas. Possui a capacidade de se manter em estado latente, ou seja, ndo replicante,
apresentando baixa atividade metabdlica (KANG, SCHLESINGER, 1998; JAWETZ,
MELNICK, ADELBERG, 1980; GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012) e resisténcia
fenotipica a farmacos, independente de mutacGes genéticas DHEDA, BARRY, MAARTENS,

2016).
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1.1.3 TRANSMISSAO E MANIFESTACOES CLINICAS

O Mtb ¢é classificado como microrganismo intracelular facultativo, podendo ser
fagocitado por macrofagos ao invadir o organismo, uma vez que estas sdo as primeiras células
de defesa do organismo contra a entrada de invasores. Apo0s a invasdo e infeccdo por esta
micobactéria, pode ocorrer o desenvolvimento de doenca ativa, infeccdo latente ou combate
da infeccdo pelo sistema imunoldgico do hospedeiro.

A infeccdo pelo Mth (Figura 3) ocorre atraves da transmissdo do bacilo de um
individuo que apresenta doenca ativa a um individuo suscetivel. A transmisséo se da quando o
individuo suscetivel entra em contato, por meio de suas vias aéreas, com goticulas de aerossol
contendo o microrganismo, geradas através da tosse do individuo que apresenta doenca ativa.
Como a transmissdo ocorre através das vias aéreas, 0s sitios de infeccdo sdo os alvéolos
pulmonares, nos quais o0 Mtb é fagocitado por macrofagos alveolares. No interior dos
macrofagos, o microrganismo se multiplica dentro de fagossomos unicos, que ndo se fundem
aos lisossomos. A fusdo dos fagossomos aos lisossomos, e consequente formacdo do
fagolisossomo, é detida pelo Mth, que impede a acidificacdo do fagossomo necessaria a fuséao.
Dessa forma, apos a infecgdo inicial, o processo de defesa do organismo pode ser impedido e
alguns bacilos podem se manter vidveis no interior dos macréfagos (KANG,
SCHLESINGER, 1998; LIN, FLYNN, 2010; MURRAY et al., 2003; GENGENBACHER,
KAUFMANN, 2012; DHEDA, BARRY, MAARTENS, 2016).
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Figura 3: Transmissao e patologia do M. tuberculosis (GENGENBACHER, KAUFMANN,
2012).

Os macréfagos infectados migram para o tecido pulmonar e, junto a mondcitos,
formam foco inflamatdrio, gerando-se granulomas, os quais facilitam a contencdo da infeccao
(Figura 3). Nos granulomas, na maioria das vezes, o0 patdgeno € controlado pelo sistema
imune, pois se promove um ambiente indspito para a replicacdo do bacilo. Quando o0s
patdgenos sdo mantidos nesta etapa do ciclo pelo sistema imune, eles se mantém no interior
dos macrofagos, como forma latente, por diversos anos. A forma latente, principalmente em
estagios iniciais da doenca, também se apresenta em macrofagos no sitio de infec¢do. Durante
a fase latente, ha multiplicacdo do microrganismo, porém, o individuo ndo apresenta sinais e
sintomas clinicos, sendo considerado reservatério do microrganismo (KANG,
SCHLESINGER, 1998; MURRAY et al., 2003; LIN, FLYNN, 2010; GENGENBACHER,
KAUFMANN, 2012; DHEDA, BARRY, MAARTENS, 2016).

Em alguns casos, os patdgenos ndo serdo mantidos em sua fase latente, havendo o
desenvolvimento da forma ativa da doenga, também conhecida como TB primaria. Os casos

de TB primaria sdo mais comuns em criancas, mas também ocorrem em adultos. Menos de
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10% dos casos de TB latente progridem a forma ativa da doenca, principalmente individuos
imunodeficientes, e estes casos sdo conhecidos como TB po6s-priméaria. A TB pds-priméaria
pode ocorrer devido a reinfeccdo pelo bacilo ou a reativacdo, que pode se manifestar por
deplecéo em células do sistema imune e neutralizacdo terapéutica do fator de necrose tumoral
(TNF), o qual possui atividade pré-inflamatéria (JAWETZ, MELNICK, DELBERG, 1980;
MURRAY et al., 2003; LIN, FLYNN, 2010; WHO, 2010; ERNST, 2012; O’GARRA et al.,
2013; DHEDA, BARRY, MAARTENS, 2016; PAI, 2016;VASAVA et al., 2017).

Durante a forma ativa da doenca, inicia-se um processo que progride lentamente. Este
processo € caracterizado por focos de inflamacéo cronica, no qual podem ocorrer lesdes nos
granulomas, havendo a liberacdo de bacilos para outras areas dos pulmdes: essa forma da
doenca € denominada TB pulmonar. Nestes focos, pode ocorrer a ruptura dos macréfagos e
granulomas (Figura 3), havendo a consequente liberacdo de grande nimero de bacilos para
outras areas dos pulmdes, o que os torna passiveis de serem veiculados em particulas de
aerossol por meio da tosse. Os sintomas clinicos observados neste caso sdo tosse, perda de
peso, suor noturno, febre baixa, dispnéia e dores no peito. O Mtb também pode se difundir no
organismo do hospedeiro por vias linfatica e hematdgena dos brénquios ou do trato
gastrintestinal, dando origem a TB extrapulmonar, podendo afetar medula espinhal, figado e
cérebro (MURRAY et al, 2003; JAWETZ, MELNICK, DELBERG, 1980; PAl,
2016;VASAVA et al., 2017).

Atualmente, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o maior fator
de risco para que haja a progressdao de uma infeccdo latente para a TB ativa. Em 2010,
estimava-se que 13% dos individuos infectados pelo Mtb também apresentavam o HIV. A co-
infeccdo tuberculose/HIV desarma o sistema imune do paciente, dificultando o controle e o
tratamento de ambas as doencas. Além da infeccdo por HIV, sabe-se que outras doencas,
também, sdo consideradas fatores de risco para o desenvolvimento da TB na sua forma ativa.
Na ultima década, elevou-se o reconhecimento da importancia da associacdo entre a
tuberculose e o diabetes. Estima-se que pacientes que apresentam diabetes tipo 2 possuem de
duas a trés vezes mais risco de desenvolver a forma ativa da TB (NAING et al, 2013;
SARACENI et al., 2015; WHO, 2016; GIRARDI et al., 2017).
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1.1.4 QUIMIOTERAPIA

Ante o cenario preocupante da TB, observa-se a necessidade de prevencéo e controle
da doenca, sendo necessarias medidas de saude publica como vacinacdo, diagnostico precoce
e tratamento dos pacientes infectados. O tratamento evitou 49 milhGes de mortes no mundo
entre os anos 2000 e 2015, porém, ainda existem muitas falhas no diagndstico e na
quimioterapia da doenca, bem como, ha a subnotificacdo dos casos. Mundialmente, observa-
se diferenca de 4,3 milhdes entre casos incidentes e casos notificados, sendo que,
aproximadamente a metade dos casos subnotificados no mundo ocorre na india, Indonésia e
Nigéria (BLOMBERG et al., 2001; MINISTERIO DA SAUDE, 2002, 2010; WHO, 2016).

O tratamento da TB possui elevada taxa de abandono, devido a sua duracdo, que pode
variar de seis meses a um ano ou mais, e tém se observado altos niveis de resisténcia das
micobactérias aos quimioterapicos disponiveis. Buscando reverter esta situacdo, a OMS
formulou, em 1993, uma estratégia denominada Directly Observed Treatment, Short-course
(DOTS). Esta estratégia, a qual atingiu a adesdo de 180 paises, em 2003, se baseia na unido do
tratamento de curta duracdo, havendo monitoramento e suporte ao paciente, com medidas
politicas, organizacionais e de vigilancia. Embora o tratamento de curta duracdo tenha sido
adotado mundialmente desde 1979, no Brasil, a OMS considera que apenas em 1998, por
meio do Plano Nacional de Controle da Tuberculose, o Pais tenha adotado a estratégia DOTS
(JAWETZ, MELNICK, DELBERG, 1980; WHO, 2011).

Apds a aplicacdo generalizada da estratégia DOTS, verificou-se que para atingir os
niveis desejados de cura, era necessario implantar novas a¢des. Sendo assim, a OMS lancou,
em 2006, a estratégia Stop TB. Esta reforga as acbes do DOTS e possui novos objetivos a
serem atingidos até 2020, entre eles, 0 acesso universal ao tratamento centrado no paciente e
protecdo das populacdes de TB associadas ao HIV e TB multirresistente. Para atingir o0s
objetivos desejados com a terapéutica, a OMS recomenda o tratamento supervisionado, a
manutencdo do uso continuo na concentracdo adequada e a associacao de farmacos anti-TB,
evitando, assim, resisténcia aos farmacos (WHO, 2016; LIENHARDT et al., 2012).

O tratamento atualmente utilizado busca a cura do paciente, restaurando sua qualidade
de vida e produtividade, a prevencdo da morte por TB ativa, a redugdo da transmissao do
bacilo e a prevencdo do desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia. Este se baseia na
padronizacdo de esquemas terapéuticos diarios, por periodos que podem variar de seis meses

a um ano ou mais, 0 que causa alta taxa de abandono. Os esquemas terapéuticos empregam a
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terapia combinada, na qual se utilizam dois ou mais farmacos simultaneamente, buscando,
além da cura, evitar a resisténcia das cepas aos quimioterapicos disponiveis (MENDES,
FENSTERSEIFER, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2002, COHEN, HEDT, PAGANO,
2010; LALLOO, AMBARAM, 2010; WHO, 2016; COX, FORD, 2013; STOFFELS et al.,
2013; TIBERI et al., 2017).

O Ministério da Saude (MS) no Brasil preconizou esquemas a serem utilizados no
tratamento da TB no Pais. O esquema basico se aplica a adultos e adolescentes, em casos
novos de TB, recidiva ou retorno apds abandono. Os quimioterapicos utilizados no esquema
basico sdo rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Figura 4). Estes séo
administrados em comprimidos com doses fixas combinadas de 150 mg de rifampicina, 75
mg de isoniazida, 400 mg de pirazinamida e 275 mg de etambutol. Em casos de
multirresisténcia, alteracdes hepaticas e intolerancia utilizam-se outros esquemas nos quais se
variam os quimioterapicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

N._O
HoN~
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rifampicina isoniazida
0 HO
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(e I o
N HN
pirazinamida etambutol

Figura 4: Farmacos pertencentes ao esquema basico do tratamento da tuberculose.

Sabe-se que a monoterapia, 0 tratamento intermitente e o abandono do tratamento,
anteriormente mencionado, facilitam a selecéo e a transmissao de cepas de Mtb resistentes aos
guimioterapicos disponiveis na terapéutica. Tem se observado o crescimento de casos de
cepas resistentes em 70% dos paises que fazem parte da OMS, o0 que compromete 0 Sucesso
das estratégias preconizadas para o controle da TB. As cepas resistentes sdo conhecidas como
TB multirresistente (MDR-TB), resistentes a isonizada e rifampicina, e TB extensivamente
resistente (XDR-TB), que combina a resisténcia a isoniazida e rifampicina com a resisténcia a
outros farmacos. As cepas multirresistentes sdo de dificil tratamento, sendo esse de alto custo,

maior duragdo e toxicidade. Estima-se que. em 2013, apenas 52% dos pacientes infectados
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por cepas MDR-TB apresentaram sucesso no tratamento (COHEN, HEDT, PAGANO, 2010;
LALLOO, AMBARAM, 2010; WHO, 2016; COX, FORD, 2013; STOFFELS et al., 2013;
TIBERI et al., 2017).

Nos ultimos anos, observa-se crescente investimento no desenvolvimento de farmacos
para TB e, também, elevado interesse na busca por novos alvos. Atualmente, nove candidatos
ao tratamento da TB se encontram em fase clinica de triagem. Apesar disso, 0 progresso
observado ainda ndo é satisfatorio. Segundo a OMS, a pesquisa e o desenvolvimento de
vacinas e farmacos para a tuberculose ainda sdo mundialmente subfinanciados. Estima-se que
seriam necessarios a0 menos 2 bilhdes de ddlares por ano para esse fim e observa-se que
durante os anos de 2004 e 2015 esse valor nunca ultrapassou 0,7 bilhdes de ddlares. Os
quimioterapicos atualmente utilizados exploram poucas fungbes essenciais do Mth, o que
pressupde a importancia em se identificar novos alvos essenciais para o crescimento e
sobrevivéncia da micobactéria no desenvolvimento de novos farmacos, para as formas
sensiveis e resistentes da TB. Neste sentido, a inibicdo de enzimas, metabo6litos e processos
bioquimicos essenciais para o Mtb, como é o caso da biossintese da coenzima A (CoA), a qual
é essencial para o metabolismo da micobactéria, pode ser muito promissora no planejamento
de farmacos para a doenca (ARORA, BANERJEE, 2012; ZUMLA et al., 2012; PRIMI,
SEGRETTI, FERREIRA, 2013; XIONG et al., 2013; WHO, 2016).

1.2 NOVO ALVO POTENCIAL PARATB

1.2.1 ACOENZIMA A E A FOSFOPANTETEINA ADENILILTRANSFERASE

A coenzima A (CoA) é um cofator universal requerido para diversos processos
metabolicos em organismos eucariotos e procariotos. Suas principais funcdes sdo a de
transportador do grupo acil e ativador de grupos carbonilicos, conferindo funcionalidade para
acidos graxos, peptideos ndo ribossémicos, proteinas transportadoras e policetideos (ZHAO et
al., 2003; MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004, WUBBEN, MESECAR, 2010;
ARORA, BANERJEE, 2012; AMBADY et al., 2012; ROTHMANN et al., 2013; LYONNET
etal., 2017).

Podem se citar como processos metabélicos no qual a CoA é necessaria, o ciclo do
acido citrico, que possui papel bioenergético e biossintético, e a sintese de acidos graxos em

bactérias. O ciclo do é&cido citrico possui papel bioenergético e biossintético, sendo
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responsavel pelo fluxo de carbonos na respiracdo dos microrganismos. Neste, o0 piruvato é
completamente oxidado a CO,, levando & producdo de uma molécula de NADH e uma
unidade de acetil, a qual sera acoplada a coenzima A para dar continuidade ao ciclo. Na
sintese de acidos graxos, o derivado acetilado da CoA é utilizado como precursor, como é o
caso da biossintese de palmitato, na qual o acetil-CoA condensa-se com o malonil-CoA para
gerar, ap0s algumas etapas adicionais, o acido graxo (MADIGAN, MARTINKO, PARKER,
2004; WUBBEN, MESECAR, 2010; ARORA, BANERJEE, 2012; AMBADY et al., 2012;
ROTHMANN et al., 2013).

Em bactérias, incluindo o Mtb, a CoA € biossintetizada a partir do pantotenato
(vitamina Bs) (Figura 5), que pode ser proveniente de captagdo extracelular, da cisteina e da
adenosina trifosfato (ATP), ou produzido pela propria bactéria através de 5 passos
enzimaticos (Figura 5). No primeiro passo ocorre a fosforilagdo do pantotenato pela
pantotenatoquinase (PanK); no segundo passo uma cisteina ¢ adicionada ao 4’-
fosfopantotenato pela fosfopantotenoilcisteina-sintase (PPCS); no terceiro passo a 4’-fosfo-N-
pantotenoilcisteina é descarboxilada pela fosfopantotenoilcisteina-descarboxilase (PPCDC);
no quarto passo a fosfopanteteina adenililtransferase (PPAT) adiciona uma adenina
proveniente do ATP a 4’-fosfopanteteina e, por fim, no quinto passo a desfosfo-CoA é
fosforilada pela desfosfocoenzima A quinase (DPCK), originando a CoA (WUBBEN,
MESECAR, 2010; AMBADY et al., 2012; STRAUSS, SIBON, 2016).
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Figura 5: Biossintese da CoA

O penultimo passo na biossintese da CoA, catalisado pela enzima PPAT, se mostrou
um passo limitante desta via. A CoA regula negativamente a PPAT, exercendo um feedback
negativo nesta. Ou seja, quando a concentracdo de CoA atinge niveis elevados, esta inibe a
PPAT e, consequentemente, a sua biossintese. Dessa forma, a PPAT regula a concentragdo
celular de CoA, sendo de grande importancia na biossintese dessa coenzima (IZARD, 2003;
WUBBEN, MESECAR, 2011).

A  fosfopanteteina  adenililtransferase ~ (PPAT) pertence a  superfamilia
nucleotidiltransferase o/p-fosfodiesterase. Os membros desta superfamilia possuem a
habilidade de catalisar a transferéncia do grupo adenilato presente no ATP para diversos
substratos. Podem se citar como membros desta superfamilia a aminoacil-tRNA sintase de
classe I, glicerol-3fosfato citidiltransferase, pantotenato sintase, entre outras enzimas. Estas
enzimas sdo caracterizadas pela conservacdo de uma sequéncia Histidina-X-Glicina-Histidina
(HXGH) de aminoécidos e pela presenca do arranjo de Rossmann. O referido arranjo é uma
caracteristica estrutural terciaria na qual se observa a presenca de seis folhas beta e cinco alfa

hélices, estruturas proteicas secundarias, organizadas de forma intercalada (Figura 6) e esta
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presente, principalmente, em proteinas e enzimas as quais interagem com mononucleotideos

(IZARD, 2003; ZHAO et al., 2003; MORRIS, IZARD, 2004, WUBBEN, MESECAR, 2011).
C

B4 JaDRB5Jo.ER 6

s folhas beta ] alfa hélices

Figura 6: Representacéo do arranjo de Rossmann (BOTTOMS, SMITH, TANNER, 2002.

Como mencionado anteriormente, a PPAT catalisa a formacdo do defosfo-CoA
(Figura 5), possuindo carater regulatorio na via de biossintese de CoA, ja que € um passo
limitante desta. Este processo catalitico foi avaliado por meio de estudos cinéticos,
observando-se que o mecanismo de catalise compreende um estado de transi¢cdo estabilizado
pela enzima. Os grupos funcionais da PAAT nédo possuem envolvimento direto na catélise,
mas atuam estabilizando a 4’-fosfopanteteina e o ATP, para que haja o ataque nucleofilico
necessario a formacdo da desfosfo-CoA (Figura 7). Apds o referido ataque, ha, também, a
liberacdo de pirofosfato (IZARD, 2003; ZHAO et al., 2003; MORRIS, 1ZARD, 2004;
MILLER et al., 2007; WUBBEN, MESECAR, 2011).

o) R H
O——IIIDITO/><H1/N\/\H/N\/\SH
(6] (6]

O
4'-fosfopanteteina

ATP
Figura 7: Ataque nucleofilico envolvido na formacédo do desfosfo-CoA.

A PPAT possui estrutura quaternaria hexamérica, em que se verifica a presenca de um
eixo que a divide em dois trimeros, cada mondmero possuindo massa molecular de 17,8 kDa.
Estudos afirmam que, no caso da PPAT de Mtb (MtPPAT), a CoA, inibidor natural da
enzima, interage com o sitio catalitico das seis unidades. Acredita-se que a ligacdo da CoA a
um dos mondmeros ira gerar pequenas mudancas conformacionais, que resultardo na
interacdo da coenzima com 0s seis sitios presentes no hexamero. Por meio de estudos
cristalograficos, Wubben e Mesecar (2011) observaram que a interacdo da CoA com a PPAT

ocorre de forma que a por¢do pantoteina desta interage com o sitio ativo, enquanto sua porcao
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adenilato ndo realiza interagbes de grande importancia, situando-se voltada para o canal de
solvente presente entre os monémeros (Figura 8) (ZHAO et al., 2003; MILLER et al., 2007).

Figura 8: Estrutura cristalografica do trimero da PPAT de Mtb co-cristalizada com a CoA
(WUBBEN, MESECAR, 2011).

Conforme citado anteriormente, a biossintese da CoA é essencial ao Mtb e a PPAT
possuir carater regulatério nessa via, ou seja, a PAAT € de grande importancia metabdlica
para o Mth. Além disso, alguns outros fatores foram considerados a fim de se selecionar a
MtPPAT como alvo de interesse para o presente trabalho, como, por exemplo, o carater de
seletivadade observado. Este se deve ao fato de que a PPAT presente em mamiferos é uma
enzima dimérica, que se complexa com a enzima desfosfo-CoA quinase, sendo assim, esta
apresenta caracteristicas estruturais muito diferentes da PPAT bacteriana, ndo apresentando
homologia significativa. Além disso, a referida enzima possui métodos de producdo e
purificacdo descritos na literatura e é considerada um alvo validado para outras bactérias.
Vale ressaltar, também, que a PPAT é um alvo ainda ndo explorado para a TB, o que poderia
vencer a questdo da resisténcia observada na quimioterapia atual, e ndo existem inibidores
descritos para a enzima até o momento. Sendo assim, a MtPPAT € considerada um alvo
potencial para o desenvolvimento de inibidores a fim de se obter atividade contra a TB,
trazendo um grande carater de inovacao ao trabalho (ZHAO et al., 2003; MORRIS, IZARD,
2004; MILLER et al., 2007; AMBADY et al., 2012).

1.3 PLANEJAMENTO DE FARMACOS

Uma das importantes abordagens do planejamento de farmacos € aquela orientada por

uma hipétese racional sobre o mecanismo de agdo da molécula em estudo, visando a
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introdugdo de novos farmacos na terapéutica. Duas vertentes podem ser utilizadas a fim de se
realizar o planejamento racional de farmacos: a baseada na estrutura do alvo (Structure-based
drug design, SBDD) e a baseada na estrutura do ligante (Ligand-based drug design, LBDD).
Ambas sdo empregadas na obtencdo de compostos lideres, 0s quais sdo, posteriormente,
otimizados, buscando-se obter novas entidades moleculares (WERMUTH, 2008;
BARREIRO, FRAGA, 2015; FERREIRA, 2012; GUIDO, OLIVA, ANDRICOPULO, 2012).

No SBDD utiliza-se a informacdo estrutural da biomacromolécula de interesse,
explorando-a para o desenvolvimento do ligante. Para realizar essa abordagem a estrutura do
alvo é necessaria, podendo-se utilizar técnicas experimentais para determina-las, como
cristalografia de raio X ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Caso a estrutura do alvo
ndo esteja disponivel, pode se inferir a estrutura deste por métodos computacionais, como a
modelagem por homologia (ou comparativa). Conhecendo-se a estrutura do alvo, pode se
obter informacdes diversas, como volume méaximo possivel do ligante, os sitios de interagdo,
quais as orientacOes e interacfes correspondentes presentes entre o ligante e seu alvo. Dessa
forma, o SBDD pode revelar informacdes importantes sobre a relacdo entre estrutura quimica
e atividade biologica, principalmente na fase de otimizacdo do composto lider, a fim de se
atingir a seletividade de um composto para determinado alvo (APAROY, REDDY,
REDDANNA, 2012; LOUNNAS et al., 2013; PRAJAPAT, AGARWAL, TALESARA,
2017).

O LBDD baseia-se na estrutura de ligantes conhecidos, os quais possuam atividade
bioldgica determinada, buscando otimizar a acdo destes através da obtencdo de analogos do
protétipo. Esta abordagem € de grande importancia, principalmente, quando ndo se conhece a
estrutura do alvo a ser estudado. No LBDD séo realizadas modificagcbes moleculares, por
meio de similaridades fisico-quimicas, buscando interacdo do analogo com o alvo semelhante
a do protétipo (SHIM, MACKERELL JR, 2011; GUIDO, OLIVA, ANDRICOPULO, 2012;
PRAJAPAT, AGARWAL, TALESARA, 2017).

Diversas estratégias de modificacdo molecular podem ser utilizadas no planejamento
racional de farmacos. Entre as mais promissoras estdo o bioisosterismo e a adigdo de grupos
volumosos (BARREIRO, FRAGA, 2015; PATRICK, 2017). O bioisosterismo consiste na
substituicdo de determinado &tomo ou grupo quimico do composto prototipo por atomos ou
grupos que apresentem caracteristicas estereoeletronicas e/ou fisico-quimicas semelhantes.
Este permite obter bioidsteros classicos e ndo classicos, sendo que 0s primeiros apresentam

atomos ou grupos funcionais que possuem mesma valéncia ou anéis equivalentes ao
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protétipo. Os bioisosteros que ndo se encaixam na definicdo anterior sdo denominados
bioisosteros ndo-classicos. Incluido nesta classificagdo como estratégia de bioisosterismo néo
classico encontra-se o retroisosterismo, que se baseia na inversdo de um determinado grupo
funcional presente na estrutura do composto prototipo buscando melhor interacdo deste com o
alvo (LIMA, BARREIRO, 2005; PATRICK, 2017; DEVEREUX, POPELIER, 2010;
MEANWELL, 2011).

A estratégia de adicdo de grupos volumosos pode dar ensejo a geracdo de novas
interacdes do ligante com o alvo ou aprimorar as interacdes ja presentes. Observa-se que
quando um composto protétipo ndo interage com todas as regides disponiveis do sitio ativo, a
adicdo de um grupo, o qual seja capaz de realizar interagcbes com essas regides, pode elevar a
interacdo do ligante com seu alvo. Esta modificacdo molecular é frequentemente utilizada a
fim de se explorar novas interacdes hidrofobicas em um determinado sitio ativo. Vale
ressaltar que, uma possivel desvantagem ao se utilizar essa abordgem, seria um efeito
desfavoravel sobre a hidrossolubilidade (PATRICK, 2017).

1.3.1 MODELAGEM MOLECULAR NO PLANEJAMENTO DE FARMACOS

O planejamento de farmacos envolve diversas abordagens pertencentes a quimica
farmacéutica/medicinal, combinando avanco experimental e métodos computacionais.
Inserido neste contexto, estd a modelagem molecular. Esta pode ser definida como a
investigacdo de estruturas e propriedades moleculares utilizando a quimica computacional e
técnicas de visualizagdo grafica (SANT’ANNA, C. M. R., 2002). O planejamento de
farmacos auxiliado por computador (Computer-aided drug design, CADD) é considerado uma
forma eficaz de se reduzir tempo e investimento financeiro no processo de desenvolvimento
de farmacos. As estratégias de CADD podem ser aplicadas em diferentes estagios no
desenvolvimento de farmacos e se utilizam de métodos tedricos e técnicas computacionais a
fim de estudar estruturas moleculares. Entre as referidas estratégias encontram-se o docking e
os calculos semi-empiricos (ALONSO, BLIZNYUK, GREADY, 2006; TAFT, DA SILVA,
DA SILVA, 2008; XIANG-QUN, 2008; ANDRICOPULO, SALUM, 2009; PRAJAPAT,
AGARWAL, TALESARA, 2017).
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1.3.1.1 Docking

O docking consiste em uma estratégia promissora de CADD muito utilizada na
identificacdo de hits e otimizacdo de compostos lideres. Nesta estratégia, realiza-se o
atracamento de pequenas moléculas em estruturas de alvos macromoleculares, obtendo-se
diferentes “poses” (ou seja, diferentes combinagdes de conformagado e orientagao) de ligantes
em seu sitio de interacdo e classificando a potencial complementaridade destes ligantes com o
sitio de interacdo. As simulacGes de docking compreendem diversas etapas. Inicialmente, ha a
aplicacdo de algoritmos de busca, os quais irdo adicionar os ligantes no sitio ativo
considerando possiveis graus de liberdade conformacionais e de orientacdo no espaco destes
ligantes, identificando-se possiveis orientacdes e conformacgdes da estrutura ao interagir com
o alvo. Nestes algoritmos inclui-se o algoritmo genético (AG), o qual é um método de
otimizacdo e busca baseado nos mecanismos evolutivos que, no caso do docking, busca as
“poses” mais estaveis na intera¢do entre o ligante e seu alvo. O AG aplicado no programa
GOLD otimiza os seguintes parametros: angulos diedros do ligante, geometrias de anéis
presentes no ligante, angulos diedros de grupos hidroxila e amino presentes na proteina e a
posicdo do ligante no sitio de ligacdo, ocorrendo um mapeamento desta (VERDONK et al.,
2003; KITCHEN et al.,, 2004; ALONSO, BLIZNYUK, GREADY, 2006; YURIEV,
RAMSLAND, 2013; BOHNUUD, 2017).

Os algoritmos de busca sdo complementados por funcdes de escore ou pontuacao
durante o docking, func@es as quais classificam cada conformacéo/orientacdo dos ligantes no
seu alvo. As funcgdes de escore podem ser agrupadas em trés categorias: as baseadas em
campo de forga, as empiricas e as baseadas em conhecimento. No caso das fungdes de escore
empiricas, como a ChemPLP aplicada pelo programa GOLD, a avaliacdo do encaixe do
ligante considera dados experimentalmente determinados de estruturas de complexos
proteina-ligante (KORB, STUTZLE, EXNER, 2009).

As funcdes de pontuacdo do docking possuem aproximacgdes necessarias para dar
rapidez ao método, porém, estas geram uma limitacdo na qualidade dos valores de pontuagdo
obtidos. Neste sentido, buscam-se métodos mais precisos a fim de se avaliar a energia de
interacdo das poses identificadas pelo docking, podendo-se, assim, obter uma resposta mais

confiavel sobre os sistemas.
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1.3.1.2 Célculos semi-empiricos

Os métodos semi-empiricos podem ser aplicados a fim de se obter resultados mais
precisos sobre os sistemas em estudo. Sdo0 métodos quanticos rapidos, por serem
aproximados, o que permite que os calculos sejam realizados para sistemas relativamente
grandes. Os célculos semi-empiricos se baseiam na quimica quéntica, utilizando-se de
aproximacdes na resolugdo da equagdo de Schrodinger (Equacdo 1). Os referidos célculos
descrevem a distribuicdo dos elétrons em orbitais moleculares para um dado conjunto de
nucleos organizados em geometrias definidas e no emprego de parametros obtidos a partir de
dados experimentais que simplificam a integracdo desta equacdo. Estes célculos sdo
comumente empregados em sistemas contendo grande nUmero de &tomos, como um
complexo entre ligante e proteina, a fim de se obter informacdes estruturais quimicamente
precisas, ja que ha a consideracdo de orbitais moleculares, com um custo computacional
razoavel (SANT’ANNA, 2009).

[T +VI¥(R,r)= E¥(R.r)

Equacdo 1: Equacéo de Schrodinger, onde E € a energia total do sistema, R indica as
coordenadas dos nucleos, r indica as coordenadas dos elétrons, y € funcdo de onda, T é 0
operador energia cinética e V é operador energia potencial.

A fim de que ocorra a interacdo entre determinado ligante e seu sitio ativo, €
necessario que esta seja energeticamente favoravel. Ou seja, para que a formacdo do
complexo seja favorecida, a energia livre do mesmo deve ser menor do que a das espécies
livres. Dessa forma, a constante de equilibrio envolvida neste processo, conhecida como
constante de binding, deve ser favoravel a formacdo do complexo entre ligante e
macromolécula, o que acarreta liberacdo de energia. Por meio da variacdo da energia livre de
Gibbs (Equacéo 2) pode se obter a energia associada a formacdo de um sistema, utilizando-se
de informagdes sobre a entalpia e a entropia deste, o que possibilitaria determinar se a
interacdo entre ligante e sitio ativo seria seria favoravel. Dessa forma, calculos que permitam
0 conhecimento da entalpia e da entropia envolvidas em uma determinada interagcdo sdo de
grande interesse (CHAIRES, 2008).

AG =AH —TAS
Equacéo 2: Equacdo que define a Energia Livre de Gibbs, onde 4H se refere a variagéo da
entalpia e A4S se refere a variagdo da entropia e T € a temperatura absoluta.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

A TB ¢é uma das maiores causas de morte por infeccdo no mundo e foi considerada,
em 1993, emergéncia global de saide publica pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(WHO, 2010). Apesar do crescente investimento em pesquisas para o desenvolvimento de
farmacos para a TB nos Gltimos anos, a OMS considera que ainda existe subinvestimento para
este fim (WHO, 2016). O Mtb, agente etioldgico da TB, apresenta altos niveis de resisténcia
aos quimioterapicos utilizados na terapéutica, além disso, o tratamento disponivel explora
poucos alvos essenciais do Mtb (ARORA, BANERJEE, 2012; XIONG et al., 2013; TIBERI
etal., 2017).

Sendo assim, verifica-se a importancia do desenvolvimento de farmacos que explorem
novos alvos essenciais ao crescimento e sobrevivéncia do Mth, podendo ser mais eficazes
contra cepas resistentes e a forma latente da doenca (ARORA, BANERJEE, 2012; ZUMLA et
al., 2012; TIBERI et al., 2017).

Nesse contexto, encontra-se a enzima fosfopanteteina adenililtransferase (PPAT), a
gual vem despertando interesse crescente da comunidade cientifica no desenvolvimento de
moléculas bioativas. A enzima apresenta carater regulatério na via de biossintese da CoA no
Mtb, sendo essencial a sua viabilidade. Além de sua importancia metabolica, vale ressaltar
gue esta possui um carater de seletividade quando comparada a mesma enzima de mamiferos,
é um alvo validado para outras bactérias ainda ndo explorado para a TB, o que poderia vencer
a resisténcia ao tratamento observada, e ndo existem inibidores descritos para a enzima até o
momento isso. Dessa forma, a MtPPAT é um alvo potencial para o desenvolvimento de novos
tuberculostaticos e apresenta grande carater de inovacdo (ZHAO et al., 2003; MORRIS,
IZARD, 2004; MILLER et al., 2007; WUBBEN, MESECAR, 2011; AMBADY et al., 2012).

Face ao exposto, o presente trabalho busca o desenvolvimento de inibidores da enzima
PPAT de M. tuberculosis (MtPPAT) para o tratamento da tuberculose. Para esse fim, foram
planejados inibidores potenciais da enzima, sendo, em seguida, selecionados 0s mais
promissores por meio de estratégias computacionais. Os inibidores potenciais selecionados
foram sintetizados, purificados e caracterizados e, posteriormente, avaliou-se a sua atividade

biologica.
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2.1 PLANEJAMENTO DO TRABALHO EXPERIMENTAL

Ap0bs a realizacdo de estudos preliminares de modelagem molecular com 50 potenciais
inibidores da MtPPAT, planejados por meio das abordagens de Structure-Based Drug Design
(SBDD) e Ligand-Based Drug Design (LBDD), propuseram-se mais 28 possiveis inibidores
da enzima. Posteriormente, realizaram-se simulagGes de docking com os 78 inibidores
propostos e o sitio ativo da MtPPAT, extraindo-se os complexos dos ligantes que se
mostraram mais interessantes nas simulagdes de docking. Fazendo uso dos complexos citados,
realizaram-se célculos semi-empiricos a fim de se obter informacdes sobre a entalpia de

interacdo dos ligantes com o sitio ativo da MtPPAT.
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Figura 9: Estrutura geral dos derivados propostos, com semelhanca estrutural a
fosfopanteteina, substrato da PPAT. Os grupos R e Q estdo apresentados nas Tabelas | e 11, as
quais se encontram dispostas na se¢do de métodos.

A partir dos resultados obtidos selecionaram-se os inibidores que se mostraram mais
promissores e a sintese destes foi realizada. Apos as etapas sintéticas, de purificacdo e
caracterizacdo, os inibidores selecionados, bem como fragmentos estruturais destes, tiveram
sua atividade microbioldgica e citotoxicidade avaliadas. De acordo com os resultados obtidos,
novos compostos foram planejados e sintetizados. Os referidos compostos, também, tiveram
sua atividade microbioldgica e citotoxicidade avaliadas.

Por fim, realizou-se producdo e purificacdo da MtPPAT, bem como, ensaios de
inibicdo enzimatica. Os referidos ensaios foram realizados a fim de se determinar a atividade
inibitoria dos ligantes frente & MtPPAT e identificar os primeiro inibidores da mesma,

validando, dessa forma, a enzima como um alvo para a TB.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 MODELAGEM MOLECULAR

3.1.1.1 Programas computacionais

Gold 5.2

Hyperchem 7.51

LigPlot

Marvin Beans® versdo 16.7.25.0
MOPAC2012

PyMOL Molecular Graphics System 1.1
Spartan'l14 1.1.4

Swiss-PdbViewer 4.1

ViewerLite 5

3.1.2 SINTESE

3.1.2.1 Reagentes, solventes e demais materiais para sintese e analise

1,3-diaminopropano

Acetato de etila (AcOEt)

Acetona

Acetona deuterada ((CD5),C0O),)

Acido cloridrico

Acido glicélico

Acido trifuoracético

Agua destilada

Boc-His(Tos)-OH

Cloreto de 2-trifluorometilbenzenossulfonila
Cloreto de 3-trifluorometilbenzenossulfonila
Cloreto de 4-clorobenzenossulfonila

Cloreto de 4-fluorobenzenossulfonila
Cloreto de 4-nitrobenzoila

Cloreto de 4-trifluorometilbenzenossulfonila
Cloreto de sédio

Cloroférmio

Diclorometano

Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds)
Etanol (EtOH)

Formato de amonio

Hexano

22
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Hidroxido de sodio

Metanol

Metanol deuterado (CD3OD)

N-boc-1,3-diaminopropano

Paladio/carbono 10%

Placa cromatografica delgada de silica gel 60 A, fluorescente f-254
Silica gel 60 A — 230-400 mesh

Tetraidrofurano

Trietilamina

313 ENSAIOS DE ATIVIDADE MICROBIOLOGICA E DE
CITOTOXICIDADE

Acido palmitico

Albumina de soro bovino

Ampicilina

Casitona

Catalase

Células VERO - ATCC CRL-1586

Cepas de Candida albicans - ATCC 10231

Cepas de Escherichia coli - ATCC 25922

Cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv - ATCC 27294

Cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv isogénica monoresistente a rifampicina
- ATCC 35838

Cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv isogénica monoresistente a isoniazida -
ATCC 35822

Cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv recombinantes - pfca-luxabcde
Cepas de Staphylococcus aureus- ATCC 29213

Isoniazida (INH)

Linezolida (LI1Z)

Meio de cultura Cellgro RPMI 1640

Meio de cultura Middlebrook 7H9

Meio de cultura Mueller-Hinton 11 (CSLI, 2007)

Microplacas de 96 pogos

Moxifloxacino (MOX)

Resazurina

Rifampicina (RPM)

3.1.4 PRODUCAO E PURIFICACAO DA PPAT E ENSAIOS ENZIMATICOS

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
Ampicilina

B-Mercaptoetanol

Cloreto de magnésio

Desfosfocoenzima A (dpCoA)

Ditiotreitol (DTT)
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e Escherichia coli cepas BL21(DE3)

¢ Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)

e Gel de poliacrilamida

e Glicose

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
Hexoquinase (HK)

Isopropil $-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG)
Meio de cultura Luria Bertani (LB)
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada (NADP™)
Pirofosfato (PPi)

Reagente de Bradford

Trisaminometano (TRIS)

3.2 EQUIPAMENTOS

Agitadores Magnéticos

Anoxomat System Advanced Instruments, modelo Mark 11, com jarra anaerdbica

Biotage Isolera Prime, equipado com leitor ultravioleta (UV)

Bomba de alto vacuo Edwards, modelo E2M5

Espectrometro de Ressonancia Magnética nuclear (RMN) BrukerAdvanced, modelo

DPX-300 e 400

Espectrometro de Massas de alta resolucdo Shimadzu IT-TOF

e Estufas

e Leitor de microplacas de Luminescéncia e Fluorescéncia por Intensidade e Polarizacéo
SpectraMax, modelo SpectraMax Plus

e Prensa francesa

¢ Rotaevaporador Biichi, modelo R-3, acoplado a bomba de véacuo Biichi, modelo V-700

¢ Sintetizador micro-ondas CEM, modelo Discover SP

3.3 METODOS
3.3.1 PLANEJAMENTO DOS COMPOSTOS

Por meio das abordagens de SBDD e LBDD, planejaram-se 50 potenciais inibidores
da PPAT. Para este fim, observaram-se a estrutura da CoA (Figura 10), inibidor natural da
PPAT, sua disposi¢cdo no sitio ativo da enzima e as distancias entre esta e os residuos
presentes no sitio de interacdo. A fim de se observar a disposi¢do da CoA no sitio ativo e as
distdncias entre esta e os residuos presentes, utilizou-se a estrutura cristalografica 3PNB,
presente no Protein Data Bank (PDB), com resolucio de 2,11 A (WUBBEN, MESECAR,
2011). A referida estrutura apresenta um dos trimeros da PPAT de M. tuberculosis (MtPPAT),
sendo que cada mondmero esta co-cristalizado com a CoA. A estrutura foi observada no

programa ViewerLite 5.0 [Accelrys, Inc.], excluindo-se dois dos monémeros e mantendo-se
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apenas o sitio ativo de um deles junto & CoA. Posteriormente, a estrutura mantida foi
explorada no programa PyMOL Molecular Graphics System 1.1 [DelLano Scientific, LLC],

medindo-se as distancias entre a coenzima e os residuos do sitio de intera¢do (Figura 11).
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Figura 11: Sitio ativo de um dos monémeros da MtPPAT junto & CoA (magenta),
representado no programa PyMOL Molecular Graphics System 1.1.

Ao se observar o posicionamento da CoA no sitio ativo, verificou-se que, conforme
descrito por Wubben e Mesecar (2011), a por¢do adenilato desta encontra-se voltada para o
canal de solvente, ndo sendo observadas muitas interacbes com o sitio ativo a serem
exploradas por essa por¢do. A porcdo pantotenato da estrutura da coenzima realiza algumas
interacdes ja descritas, como com a asparagina (Asn) 105, a valina (Val) 73 e a serina (Ser) 9,
e observam-se diversas possiveis interagdes a serem exploradas.

Face ao exposto, planejaram-se os 50 analogos da CoA, de forma a se manter as
interacBes mais importantes observadas no sitio ativo da MtPPAT e explorar novas possiveis
interacdes, mantendo-se a porcdo pantotenato da CoA (proveniente da fosfopanteteina)
retirando-se a porcao adenilato. Dessa forma, os anélogos propostos apresentam semelhanca

estrutural a fosfopanteteina (substrato da PPAT) (Figura 12) e, por ndo possuirem 0 grupo
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fosfato envolvido na reagdo catalitica estabilizada pela PPAT (Figura 7), evitam a formacéo
da desfosfo-CoA e, consequentemente, da coenzima A (Figura 5).

No planejamento dos analogos utilizaram-se as seguintes estratégias de modificacdo
molecular: bioisosterismo n&o-classico, retroisosterismo e adicdo de grupos volumosos. A
regido central (regido B) é comum a todos os analogos e originou uma serie (série 1) dividida
em duas subséries, a amidica e a sulfonamidica, cada uma delas compreendendo 25 analogos
(Tabelas I e Il considerando-se a combinacdo dos grupos alquila e cicloalquila nas cadeias

laterais (regido A e regido C) (Figura 9) foram efetuadas.

fosfopanteteina

HST K 0%
0 (0] @)

R)J\N— Y- -

N \”/\/\HQ

estrutura geral dos compostos

Figura 12: Semelhanca estrutural entre 0s compostos propostos e a fosfopanteteina (substrato
da enzima PPAT).

Tabela I: Ligantes pertencentes a série 1 — subsérie amidica

Caodigo Caodigo
do Estrutura do ligante do Estrutura do ligante
ligante ligante
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Tabela I: Ligantes pertencentes a série 1 — subsérie amidica (continuacao)

Cddigo Caodigo
do Estrutura do ligante do Estrutura do ligante
ligante ligante
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Tabela II: Ligantes pertencentes a série 1 — subsérie sulfonamidica

Cadigo Cadigo
do Estrutura do ligante do Estrutura do ligante
ligante ligante
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Tabela I1: Ligantes pertencentes a série 1 — subsérie sulfonamidica (continuagéo)

Cadigo Cadigo .
do Estrutura do ligante do Estrutura do ligante
ligante ligante
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3.3.2 MODELAGEM MOLECULAR

3.3.2.1 Redocking

A fim de determinar o melhor método para se realizar as simulacGes de docking com
os ligantes propostos neste trabalho e a MtPPAT, realizaram-se simulac¢6es de redocking. Para
as simulacdes de redocking, utilizaram-se trés co-cristais da MtPPAT extraidos do PDB:
3NBK (resoluco de 1,58 A, co-cristal com a 4’-fosfopanteteina), 3UC5 (resolugéo de 1,70 A,
co-cristal com o ATP) e 3RHS (resolucdo de 1,59 A, co-cristal com a coenzima A). As trés
estruturas cristalograficas foram manipuladas no programa Swiss-PDB-Viewer [SIB], a fim
de se corrigirem possiveis cadeias laterais total ou parcialmente ausentes na estrutura retirada
do PDB.

Nos redockings realizados, testaram-se todas as funcGes de pontuagdo presentes no
programa GOLD 5.2 [CCDC], variando-se o atomo que define o centro do sitio de interagéo,
o raio do sitio de interagdo (10, 15 e 20 A) e a velocidade de busca do algoritmo genético.

Realizaram-se estes estudos, inicialmente, sem a presenca de moléculas de &gua estruturais e,

1 (= D
L/]/t;ﬂ'//(/ Candbdde e(////////'



30

posteriormente, efetuaram-se novas simulagdes, a fim de verificar se a presenga de moléculas
de 4gua no sitio ativo poderia ser um fator determinante para a reproducdo adequada das

geometrias de interacdo observadas experimentalmente.

3.3.2.2 Validacédo

A fim de validar o método obtido no redocking realizaram-se simulacfes de docking
com outros inibidores disponiveis na literatura e o cristal 1QJC (1,61 A) referente & PPAT da
Escherichia coli (ECPPAT). Escolheu-se realizar a validagdo com a PPAT de E. coli, pois ndo
existem inibidores da PPAT de M. tuberculosis com atividade descrita na literatura e a
ECPPAT apresenta 44% de identidade e 77% de similaridade com a MtPPAT (TIMOFEEYV et
al., 2010). A validacdo foi realizada utilizando-se duas séries, que foram escolhidas por terem
sido as Unicas, com atividade inibitdria conhecida, que se teve acesso na literatura. A primeira
série, série A, (Tabela Ill) foi planejada com base na estrutura do substrato da enzima, a 4’-
fosfopanteteina (ZHAO et al., 2003), e a segunda série, série B, (Tabela V) foi descoberta por
meio de High Throughput Screening (HTS) (MILLER et al., 2010). A fim de realizar o
docking desses ligantes, construiram-se e otimizaram-se as estruturas tridimensionais no
programa Spartan’14 [Wavefunction, Inc.], por minimizacdo de energia com o0 método semi-
empirico PM3 (STEWART, 1989a, 1989b).

Posteriormente, realizaram-se as simulacGes de docking, separadamente para cada
série. Para estas simulac@es, utilizaram-se as caracteristicas selecionadas no redocking, ou
seja, um raio de 10 A a partir do centro do sitio de ligacio selecionado, a funcéo de pontuacio
ChemPLP (KORB, STUTZLE, EXNER, 2009) e a velocidade lenta de busca do algoritmo
genético. Modificou-se apenas o atomo selecionado como centro, pois a ECPPAT possui um
residuo de tirosina em substituicdo ao residuo de Ser 9, observado na PPAT do Mth. Dessa
forma, selecionou-se o oxigénio gama do residuo Tyr 10 como centro. No caso dos ligantes da
série 2, também se realizaram as simulac¢des de docking de duas formas: dando liberdade as
moléculas de agua presentes no sitio ativo, ou seja, deixando-as ativas, e retirando-se as
moléculas de agua.

Apdbs a obtencdo das pontuacdes dos inibidores na interagdo com o sitio de ligacao,
compararam-se os resultados dessa simulagdo com os resultados de atividade inibitdria,

concentracdo inibitéria média (Clsp), experimentais a fim de validar o método empregado.
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Tabela I11: Série A de inibidores da PPAT da E. coli (ZHAO et al., 2003)

) R
N R
4
R N N~
H H
R, o

Ligante R, R, Rs R, Cc'g‘ii(‘Ff'F\,’RTE'
6 i-Pr D-Ala L-Fosfo-Ser Fmoc 0,30
7 i-Pr D-Ser L-Glu Fmoc 0,12
8 i-Pr D-His L-Glu Fmoc 0,006
9 i-Pr D-His D-Carboximetil-Cis Fmoc 0,020
10 i-Pr D-His D-Carboximetil-Cis Fmoc 0,011

CHO
11 i-Pr D-His L-Glu O/\/ 0,57
HO,S
|/\CHO
12 i-Pr D-His D-Carboximetil-Cis (:[":O 0,14
S

Tabela IV: Série B de inibidores da PPAT da E. coli (MILLER et al., 2010)
[o]

R
1 - N

/T\?fcozﬂ

S

R, N

L

Clso (M)
Ligante R; R, R; R, E. coli
PPAT

6 H H H H 253
7 CH; H H H 244
8 Cl H H H 17
9 F H H H 103
10 Br H H H 6,2
11 I H H H 51
12 SCH; H H H 13
13 SOCH; H H H 166
14 SO,CHj; H H H 92
15 SCH(CHy), H H H 14
16 N(CHj3), H H H 49
18 Cl H CH; H 160
19 H CH; H H 15
20 H CF; H H 54
21 H NH, H H 121
22 H Br H H 124
23 H Cl H H 49
24 H Cl H CH; 106
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3.3.2.3 Construcao tridimensional dos ligantes

Os cinquenta analogos propostos preliminarmente neste trabalho tiveram suas
estruturas construidas no programa Hyperchem 7.51 [Hypercube, Inc.]. Estas foram
desenhadas e otimizadas por mecénica molecular, utilizando-se o campo de forca MM+
(ALLINGER, 1977). A fim de se otimizar os modelos construidos, realizou-se a minimizacéao

de energia destes utilizando o0 método semi-empirico PM3, no programa Spartan’14.

3.3.2.4 Docking dos ligantes preliminarmente planejados

Realizaram-se simulacdes de docking em triplicata, utilizando-se o método
selecionado no redocking, com os 50 potenciais inibidores preliminarmente planejados neste
trabalho. Foram usados o oxigénio gama do residuo de Ser9 como centro do sitio de
interacdo, com um raio de 10 A; a funcio de pontuacdo ChemPLP e a velocidade lenta de
busca do algoritmo genético. O cristal da MtPPAT extraido do PDB selecionado para a
simulacdo de docking foi o 3NBK, uma vez que este foi o que apresentou os melhores
resultados durante as simulacdes de redocking e, também, por ter a melhor resolucdo. Apos
terem sido realizadas as referidas simulacbes, selecionaram-se os dez ligantes de maior
afinidade em cada simulacdo e, posteriormente, identificaram-se os ligantes que apareceram
entre 0s dez melhores em ao menos duas simulagdes. Por fim, observou-se 0 modo como
estes interagiam no sitio de ligacdo e os residuos da MtPPAT com o0s quais realizavam

interacdes do tipo ligacao de hidrogénio.

3.3.2.5 Docking do conjunto total de ligantes propostos

Apbs as simulagbes de docking realizadas com os 50 ligantes propostos
preliminarmente neste estudo (Tabelas | e Il), determinaram-se as caracteristicas que
possivelmente estariam favorecendo a afinidade dos potenciais inibidores ao sitio de ligacéo
da MtPPAT. Com isso, propuseram-se novos 28 inibidores, divididos em duas séries (série 2 e
série 3), neste trabalho (Tabelas V e VI).
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Tabela V: Ligantes pertencentes a série 2

Caodigo Caodigo
do Estrutura do ligante do Estrutura do ligante
ligante ligante
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Tabela VI: Ligantes pertencentes a série 3

Caodigo Caodigo
do Estrutura do ligante do Estrutura do ligante
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Posteriormente, realizaram-se simulag¢fes de docking em quintuplicata, utilizando-se o
método selecionado no redocking, com os 78 potenciais inibidores planejados neste trabalho,
com as mesmas condicdes descritas no item 3.3.2.4.. O referido método emprega a selecdo do
oxigénio gama do residuo de Ser 9, presente no sitio de ligacdo, como centro; um raio de 10 A
a partir desse ponto; a funcdo de pontuacdo ChemPLP e a velocidade lenta de busca do
algoritmo genético. O cristal da MtPPAT extraido do PDB selecionado para a simulagdo de
docking foi o 3NBK, ja que este foi o que apresentou os melhores resultados durante as
simulacdes de redocking. Apos terem sido realizadas as referidas simulacdes, selecionaram-se
os dez ligantes de maior afinidade em cada simulacdo, observando-se a maneira como
interagiam no sitio de ligac&o e os residuos da MtPPAT com os quais realizavam interagdes
do tipo ligacdo de hidrogénio. Em seguida, os sete ligantes que apareceram entre 0s dez
melhores em todas as cinco simulac@es de docking foram considerados 0s mais promissores,

sendo estes selecionados para a sintese.

3.3.2.6 Entalpia de formacao de complexo dos ligantes mais promissores

A fim de obter informacdes mais precisas sobre as interacdes entre os ligantes e o sitio
ativo da MtPPAT, realizaram-se calculos semi-empiricos no programa MOPAC2012.
Calculou-se a entalpia de formacdo envolvida nas interagdes entre os sete ligantes
selecionados como promissores, nas simulacdes de docking, e o sitio ativo da MtPPAT. Esta é
calculada de acordo com a férmula geral apresentada na Equacdo 3, na qual somam-se as
energias eletrénica, de repulsdo entre nucleos, energia necessaria para retirar os elétrons da

camada de valéncia e energia necessaria para a atomizacéo de todo o sistema.

AHf: Eetect ¥ Eaue = Eisor T Eatom

Equacdo 3: Formula geral utilizada para o célculo de entalpia de formacéo, na qual, Eelect =

energia eletrdnica, Enuc = energia de repulsao entre nlcleos, Eisol = energia necessaria para

retirar os elétrons da camada de valéncia e Eatom = energia necessaria para a atomizagédo de
todo o sistema.

Para estes célculos isolaram-se os complexos dos sete ligantes selecionados nas

simulacdes de docking com a MtPPAT e estes foram tratados, a fim de se manter apenas a

regido do sitio ativo da enzima passivel de realizar interacbes com os ligantes e reduzir o
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gasto computacional. Esta etapa foi realizada no programa Swiss-PdbViewer 4.1, utilizando-
se um raio de 10 A, a partir do ligante, para o corte dos complexos, sendo mantidos 75
residuos de aminoacidos no sitio ativo, 0s quais encontram-se nomeados no item ANEXO I, e
47 moléculas de agua.

Ap0s esta etapa, isolaram-se os ligantes e sitios ativos de todos os complexos a fim de
se obter a entalpia de formac&o dos ligantes isolados, do sitio ativo isolado e dos complexos.
A partir destas informacdes, utilizando a férmula observada na Equacéo 4, é possivel se obter

a entalpia de interacdo entre os ligantes e o sitio ativo da enzima.

= AH (complexo) — (AH

nteracdo formacio

formacio (ma) + ﬂ'I_Ifcrrmal;:éia (]igante))

Equacgéo 4: Equacdo geral utilizada para calcular a entalpia de interacao (AH interacao) €Nntre 0s
ligantes e o sitio ativo da enzima.

Realizaram-se calculos das entalpias de formacdo tanto no vacuo, quanto em meios
dielétricos que simulam o interior de proteinas préximo ao solvente (constante dielétrica (&)
igual a 25) (LI et al., 2013) e o interior da fase aquosa (¢ = 78,4). Além disso, os calculos
foram realizados com os &tomos fixos, dando-se liberdade apenas para os hidrogénios; com o
ligante livre; com o ligante e as moléculas de agua livres; e com o ligante, as moléculas de
agua e as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos livres.

Os dados de entalpia foram combinados com uma previsdo da principal perda
entrdpica associada a interacdo entre os ligantes e a proteina, a partir do numero de ligacoes
rotacionaveis ‘congeladas’, presentes em cada ligante. As ligagOes rotacionaveis ‘congeladas’
sdo ligacdes que ficaram restritas por interacbes com a cavidade da enzima. Segundo estudo
de Wang e colaboradores (1994), por meio de dados experimentais, sugere-se multiplicar cada
ligacdo rotacionavel por 0,5 kcal/mol a fim de se ajustar a restricdo citada. Dessa forma,
obtém-se um termo, o qual pode ser denominado penalidade energética referente as ligacoes
congeladas. A diferenca entre o termo citado e a entalpia de interacéo, previamente calculada,
resultara na energia aproximada de interacdo dos ligantes com o sitio ativo da MtPPAT. A
energia de interagdo obtida € considerada aproximada por ter sido realizada uma correcao
entropica ao se considerar o termo de penalidade energética referente as ligacdes congeladas
no calculo de energia de interacéo.

Todos os célculos anteriormente citados também foram realizados para a

fosfopanteteina, ligante natural da PPAT. Estes calculos foram realizados buscando comparar
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as energias de interacdo envolvidas nas interagdes dos ligantes propostos neste trabalho com a
MtPPAT e a energia de interacdo envolvida na interacdo da fosfopanteteina com a MtPPAT.
Esta comparacdo pode fornecer uma ideia sobre a possibilidade de os ligantes propostos

deslocarem a fosfopanteteina do sitio ativo da enzima a fim de inibi-la.

3.3.2.7 Calculos de Coeficiente de Particédo

A fim de correlacionar os resultados de atividade microbiolégica dos compostos com
sua possivel habilidade em permear a parede celular bacteriana, realizaram-se célculos dos
valores de Coeficiente de Particdo (CLogP) para os ligantes selecionados e seus fragmentos.
O ClogP foi calculado no programa Marvin Beans® versdo 16.7.25.0 (ChemAxon Ltd.,
Budapeste, Hungria). Para a determinacdo da referida propriedade utilizaram-se métodos de
Viswanadhan e colaboradores (1989), Klopman e colaboradores (1984) e a base de dados
PHYSPROP (PHYSPROP database), todos utilizados em igualdade de pesos estatisticos para

as determinagoes.

3.3.3 SINTESE, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO

Esta etapa do presente trabalho foi realizada em parte na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de So Paulo, sendo, também, realizada durante estagio BEPE
no The Institute for Tuberculosis Research — University of Illinois at Chicago, sob supervisao
do Dr. Larry L. Klein.

Finalizados os estudos de modelagem molecular, selecionaram-se 5 ligantes a serem
sintetizados, os ligantes 8, 63, 66, 67 e 68 (Figura 13). Apl6s a sintese dos referidos
compostos e avaliacdo da atividade microbioldgica desses, resultados o0s quais serdo
apresentados a posteriori, também foram sintetizados fragmentos dos compostos citados (80 e
81) e ligantes otimizados (79, 82, 83 e 84) (Figura 13).
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Figura 13: Estruturas dos compostos sintetizados no presente trabalho. Sintetizaram-se 0s
ligantes 8, 63, 66, 67 e 68, selecionados apds os resultados semi-empiricos, bem como seus
fragmentos 80 e 81. Sintetizaram-se, também, ligantes 79, 82, 83 e 84, otimizados apds
avaliacdo dos resultados de atividade microbioldgica.

3.3.3.1 Sintese

3.3.3.1.1 Sintese dos cinco ligantes selecionados previamente e dos seus

respectivos fragmentos

A. Sintese dos ligantes 8, 63, 67 e 68, do fragmento 81 e do ligante otimizado 82

A fim de se sintetizar os compostos selecionados, primeiramente, segundo
metodologia adaptada de Schotten-Baumann (SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886)
(Esquema 1), utilizou-se o cloreto de 4-nitrobenzoila (3 mmol) junto ao N-Boc-1,3-
diaminopropano (3,15 mmol), ou seja, em 5% de excesso, a fim de obter o fragmento 81.
Manteve-se a reacdo sob agitacdo por 4 horas, em temperatura ambiente. Em seguida,
removeu-se 0 grupo terc-butiloxicarbonil (Boc) (Esquema 1), a fim de liberar o grupo amino
para a proxima etapa sintética. Realizou-se desprotecdo 4cida, utilizando-se &cido
trifuoracético e diclorometano, na proporcao 1:2 (WUTS, GREENE, 2007), mantendo-se a
agitacdo por trinta minutos em temperatura ambiente.

Em  seguida, utilizaram-se  cloretos de sulfonila (cloreto de 3-
trifluorometilbenzenossulfonila para o ligante 63; cloreto de 4-fluorobenzenossulfonil para o
ligante 67 e o cloreto de 4-clorobenzenossulfonila para o ligante 68), 1 eq., trietilamina como
base, e tetraidrofurano (THF) como solvente, a fim de sintetizar os ligantes 63, 67 e 68
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(Esquema 1). A reagdo foi mantida sob agitacdo por 4 horas em temperatura ambiente.
(SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886).

Posteriormente, realizou-se a reducdo do grupo nitro presente no ligante 63 (Esquema
1) (RAM, EHRENKAUFER, 1988), a fim de se obter o composto 82. Para este fim,
utilizaram-se paladio/carbono 10% (0,05 eq.), formato de aménio (10 eq.) e metanol como
solvente. Manteve-se a reagédo sob agitacdo por 30 minutos, em temperatura ambiente.

Por fim, buscando-se obter o ligante 8, realizou-se esterificagdo em micro-ondas na
auséncia de solvente (Esquema 1) (LOUPY, 2004), utilizando-se acido glicdlico (2 eq.), em

130 °C, por 5 minutos.

Q )?\ >< trietilamina /U\ ><
P PN
ol F HNT TN O ; N N" o
H tetraidrofurano H
O3N ta.,4h O,N 81
2
o, 0 acido diclorometano
! t.a., 30 min.

/s Y trifluoracético
X
o o, 0
NN trietilamina /\/\NH2
H H tetraidrofurano
02N 4 ta 4 h

63: Y= CF;, Z=H
67:Y=H,Z=F
68: Y=H, Z=Cl

Pd/C 10%,

formato

d .
e amonio o

Q 0,0 HOJ\/
_s CF
/@)J\H/\/\H \©/ 3 mlCI’O -ondas /@)\ /\/\N
HoN 130 °c 5 min. HO\)J\
82

Esquema 1: Esquema geral de sintese do fragmento 81, dos Ilgantes 8, 63, 67 e 68 e do ligante
otimizado 82.

metanol
t.a., 30 min.

B. Sintese do ligante 66

A fim de se sintetizar o ligante 66, segundo metodologia adaptada de Schotten-
Baumann (SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886) (Esquema 2), utilizou-se o cloreto de 4-
nitrobenzoila (2 mmol) e 1,3-diaminopropano (1 mmol). Utilizou-se tetraidrofurano como
solvente e trietilamina como base e a reagdo foi mantida reagéo sob agitagéo por 4 horas, em

temperatura ambiente.

1 (= D
L/]/(;////(/ ()(///r//'( @ e(////////'



40

(0] (0] (0]
trietilamina
Cl + HNT>>"ONH, - N
tetraidrofurano H H
02N ta., 4 h 02N NO

Esquema 2: Esquema geral de sintese do ligante 66.

C. Sintese do ligante otimizado 79

A fim de se sintetizar o ligante otimizado 79, segundo metodologia adaptada de
Schotten-Baumann (SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886) (Esquema 3), utilizou-se o
cloreto de 3-trifluorometilbenzenossulfonila (2 mmol) e 1,3-diaminopropano (1 mmol).
Utilizou-se tetraidrofurano como solvente e trietilamina como base e a reacdo foi mantida

reacao sob agitacdo por 4 horas em temperatura ambiente.

o, .0 L .
N7 trietilamina
F3C S\CI + H2N/\/\NH2 F3C \N/\/\N/S CF3;
tetraidrofurano H H
ta.,4h

Esquema 3: Esquema geral de sintese do ligante 79.

D. Sintese do fragmento 80

A fim de se sintetizar o fragmento 80, segundo metodologia adaptada de Schotten-
Baumann (SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886) (Esquema 4), utilizou-se o cloreto de 3-
trifluorometilbenzenossulfonila (2 mmol) e N-Boc-1,3-diaminopropano (1 mmol). Utilizou-se
tetraidrofurano como solvente e trietilamina como base, a reacdo foi mantida reacdo sob

agitacdo por 4 horas, em temperatura ambiente.

0 0. .0 0

P 3 rietilamina N 2
o H/\/\NHz-q- Cl \©/ Xoi P :S/\©/CF3

tetraidrofurano
ta.,4h

Esquema 4: Esquema geral de sintese do fragmento 80.

E. Sintese dos ligantes otimizados 83 e 84

A fim de se sintetizar os ligantes 83 e 84, os quais foram planejados apds os resultados

de atividade microbioldgica, utilizou-se metodologia adaptada de Schotten-Baumann
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(SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886) (Esquema 5), empregando-se o cloreto de 4-
nitrobenzoila (3 mmol) junto a0 N-Boc-1,3-diaminopropano (3,15 mmol), ou seja, em 5% de
excesso. Manteve-se a reacdo sob agitacdo por 4 horas em temperatura ambiente. Em seguida,
removeu-se 0 grupo terc-butiloxicarbonil (Boc) (Esquema 5), a fim de liberar o grupo amino
para a proxima etapa sintética. Realizou-se desprotecdo 4&cida, utilizando-se acido
trifuoracético e diclorometano, na propor¢do 1:2 (WUTS, GREENE, 2007), mantendo-se a
agitacdo por trinta minutos, em temperatura ambiente.

Em seguida, utilizaram-se o cloreto de 4-trifluorometilbenzenossulfonila, para o
ligante 83, e o cloreto de 2-trifluorometilbenzenossulfonila, para o ligante 84, 1 eq.,
trietilamina como base, e tetraidrofurano (THF) (Esquema 5). A reacdo foi mantida sob
agitacdo por 4 horas, em temperatura ambiente. (SCHOTTEN, 1884; BAUMANN, 1886).

0] 0} 0 (0]
trietilamina )J\ ><
/©)‘\CI T HN ” o tetraidrofurano H H
O,N ta.,4h O,N
o. .0 Y acido diclorometano
N . " ;
c|/3\©\ trifluoracético | t.a., 30 min.
o 0

NP Y Z (0]
NSNS trietilamina ACSNH
H H tetraidrofurano H 2
O,N z O,N

ta.,4h
83:Y=H, Z= CF;
84: Y= CF3, Z=H

Esquema 5: Esquema geral de sintese dos ligantes 83 e 84.

3.3.3.2 Purificacdo dos compostos sintetizados

A purificacdo dos compostos foi realizada, primeiramente, por extracdes liquido-
liquido, utilizando cloroférmio, diclorometano ou acetato de etila como fase organica. Como
fases aquosas utilizaram-se solugdes de HCI 5%, solucdo saturada de NaHCO3; e solugéo
salina. Apds as extracOes, a fase organica foi secada com sulfato de sodio anidro e o solvente
foi removido por rotaevaporacdo. Em seguida, procedeu-se a purificacdo em coluna
cromatografica, utilizando-se o sistema de purificacdo Biotage Isolera Prime, equipado com
leitor de luz ultravioleta (UV), utilizando colunas de silica SNAP-10g, SNAP-25g e colunas
C18, de fase reversa. Em casos nos quais a separacdo dos produtos por coluna foi de dificil

realizacéo, se utilizou cromatografia em camada delgada preparativa.
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3.3.3.3 Analise e caracterizacdo dos compostos sintetizados

3.3.3.3.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi usada para o acompanhamento da
reacdo. A revelacdo das cromatofolhas de aluminio ocorreu por luz ultravioleta (A = 254 nm),
vanilina ou ninidrina, de acordo com as caracteristicas de cada composto. Os eluentes
utilizados foram, cloroférmio:metanol, diclorometano:metanol e acetato de etila:hexano em

diferentes proporgoes.
3.3.3.3.2 Espectrometria por ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises de RMN *H e C (todas dispostas na sessdo de anexos) foram realizadas
nas frequéncias 300 e 400 MHz, no caso das analises de RMN *H, e 75 e 100 MHz, no caso
das RMN *3C. A multiplicidade dos sinais espectrais foi descrita como: s, singleto; sl, singleto

largo; d, dubleto; t, tripleto; g, quarteto; quint, quinteto; m, multipleto.
3.3.3.3.3 Espectrometria de massas

As analises de espectrometria de massas de alta resolucdo foram realizadas em
espectrdmetro Shimadzu IT-TOF, utilizando-se as seguintes condi¢des, coluna ACE 3AQ (50
x 2.1 mmd), fase movel 8 — 100% CH3;CN/H,0 contendo 0,1% de acido formico e fluxo de
0,5 mL/min por 4 minutos.

3.3.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DE ATIVIDADE

Esta etapa do presente trabalho foi realizada durante estagio BEPE no The Institute for

Tuberculosis Research — University of Illinois at Chicago, sendo supervisionada pelo Dr. Scott

Gary Franzblau.
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3.3.4.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) por meio do

método Microplate Alamar Blue assay (MABA)

Define-se como concentracdo inibitéria minima (CIM) a concentragdo de composto
ativo necessaria para inibir o crescimento bacteriano em 90%. Os valores de CIM dos
compostos avaliados contra cepas sensiveis de Mtbh H37Rv (ATCC 27294), foram
determinados por meio do método Microplate Alamar Blue Assay (MABA) (COLLINS,
FRANZBLAU, 1997). Utilizaram-se o meio de cultura 7H12 (meio de cultura Middlebrook
7H9 contendo 1 mg/mL de casitona, 5,6 g/mL de &cido palmitico, 5 mg/mL de albumina de
soro bovino e 4 g/mL de catalase), e Alamar Blue (sal de resazurina) como revelador.

Primeiramente, adicionaram-se 0s compostos ao meio de cultura na concentracao de
200 uM, em microplacas de 96 pocos, passando por 8 diluicBes seriadas. Dessa forma, a
atividade inibitéria dos compostos foi avaliada em 8 concentragdes diferentes. Posteriormente,
adicionou-se a suspensdo celular da micobactéria, a qual foi descongelada e sonicada por 4
segundos, sendo diluida, a fim de se obter concentracdo entre 5x10° e 2x10° Unidades
Formadoras de Col6nia (CFU)/mL. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 8
dias, e, apos o periodo de incubacdo, adicionou-se o revelador, mantendo-se a incubagdo por
mais 24 horas para que fosse realizada a leitura do resultado.

O valor de CIM foi definido como a menor concentragcdo de composto capaz de causar
reducdo de 90% na fluorescéncia, quando comparada aos controles, sendo que 0S ensaios
foram realizados em triplicatas. Como controles, utilizaram-se os farmacos padrdo rifampicina
(RPM), isoniazida (INH), linezolida (L1Z), moxifloxacino (MOX) e, como controle positivo,

culturas ndo tratadas.

3.3.4.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) no estado de

laténcia por meio do método Low Oxygen Recovery Assay (LORA)

Para a determinacdo dos valores de CIM, dos compostos, em estado de laténcia,
utilizou-se o meio de cultura Middlebrook 7H12, ja descrito anteriormente, e cepas de Mtb
H37Rv recombinantes (pFCA-luxABCDE).

Primeiramente, adicionaram-se 0s compostos ao meio de cultura na concentragao de
200 uM, em microplacas opacas de 96 pocos, passando por 8 diluigOes seriadas. Dessa forma,

a atividade inibitéria dos compostos foi avaliada em 8 concentragbes diferentes.
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Posteriormente, adicionou-se a suspensdo de micobactéria, a qual foi descongelada e sonicada
por 4 segundos, sendo diluida, a fim de se obter concentracio entre 5x10° e 2x10° Unidades
Formadoras de Col6nia (CFU)/mL. As microplacas foram mantidas em condicdes anaerdbicas
(hipoxia - concentracdo de oxigénio menor do que 0,16%), utilizando-se uma jarra anaerébica
e 0 equipamento Anoxomat, o qual realiza dois ciclos de evacuagdo e preenchimento com
mistura de 10% H,, 5% CO; e N balanceado. Utilizou-se uma faixa indicadora no interior da
jarra anaerobica, a fim de se visualizar a auséncia de oxigénio durante o periodo de incubacéo.
As microplacas foram incubadas a 37 °C por 10 dias, sendo transferidas para um ambiente
com condi¢bes de normoxia, 5% CO, e 95% de umidade, por 28 h. Ap6s 28 horas de
recuperacdo aerobica, determinou-se a luminescéncia presente (CHO et al., 2007).

Os valores de CIM foram definidos como a menor concentracao de composto capaz de
causar uma reducdo de 90% na luminescéncia, quando comparada aos controles. Como
controles, utilizaram-se os farmacos padrdo rifampicina (RPM), isoniazida (INH), linezolida
(L1Z), metronidazol (MET) e, como controle positivo, culturas ndo tratadas.

3.3.4.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) contra cepas de

Mtb H37Rv monorresistentes

Os valores de CIM contra cepas de M. tuberculosis monoresistentes foram
determinados em cepas isogénicas H37Rv monorresistentes a rifampicina (ATCC 35838) e
isoniazida (ATCC 35822), por meio do método Microplate Alamar Blue Assay (MABA)
citado anteriormente (COLLINS, FRANZBLAU, 1997). Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.3.4.4 Espectro de atividade

A fim de verificar a seletividade para cepas de M. tuberculosis, dos compostos que se
mostraram ativos nos métodos MABA e LORA, estes foram avaliados frente a cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Candida albicans
(ATCC 10231).

Adicionaram-se 0s compostos ao meio de cultura na concentragcdo de 200 uM, em
microplacas de 96 pocos, passando por 8 diluigbes seriadas. Dessa forma, a atividade

inibitoria dos compostos foi avaliada em 8 concentragdes diferentes. Posteriormente,
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adicionaram-se as suspensdes dos microorganismos referidos. Para as cepas de E. coli e S.
aureus realizou-se incubacdo de 16 horas em meio de cultura Mueller-Hinton Il (CSLI, 2007)
e para C. albicans realizou-se incubacdo de 48 horas em meio Cellgro RPMI 1640
(CARBALLEIRA et al., 2006).

Os valores de CIM dos compostos foram determinados por meio de avaliacdo da
densidade ética a 570 nm, sendo definidos como a menor concentragdo de composto capaz de
causar uma reducdo de 90% na fluorescéncia, quando comparada aos controles ndo tratados.
Os farmacos padrdo utilizados para os ensaios com E. coli e S. aureus foram ampicilina e

gentamicina e para os ensaios com C. albicans, cetoconazol e ampicilina.

3.3.4.5 Determinacao de citotoxicidade (Clso) em células VERO

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada utilizando-se células VERO (ATCC CRL-
1586). Prepararam-se duas diluicdes seriadas dos compostos e depois de 72 h de exposigédo
celular, verificou-se a viabilidade por meio da proliferacdo celular (FALZARI et al., 2005). As
ceélulas VERO foram cultivadas em 10% de soro fetal bovino e incubadas a 37 °C e 5% CO,e,
posteriormente, diluidas com tampéo fosfato até atingir a concentracdo de 10° células/mL.
Utilizaram-se microplacas de 96 pogos e a incubacdo foi mantida por 72 h a 37 °C. Ao final,
removeu-se 0 meio e a camada celular foi lavada, sendo, em seguida, diluida com solucao
Promega. As placas foram incubadas por 3 h e a absorbancia em 490 nm foi determinada. A
Clso foi definido como a menor concentracdo capaz de reduzir a fluorescéncia em 50%,

quando comparada ao controle positivo. Incluiu-se rifampicina (RMP) como controle.

335 PRODUCAO E PURIFICACAO DA FOSFOPANTETEINA
ADENILILTRANSFERASE

Esta etapa do presente trabalho foi realizada durante estagio de curta duragdo no The
Scripps Research Institute — Flérida, sendo supervisionada pela Dr. Tina lzard.
Realizou-se a producdo e purificagdo da MtPPAT a fim de se efetuarem os ensaios de

inibicdo enzimatica dos ligantes propostos nesse trabalho.
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3.3.5.1 Producdo e purificacdo da fosfopanteteina adenililtransferase de M.
tuberculosis (MtPPAT)

3.3.5.1.1 Producéo

Primeiramente, subclonou-se no vetor de expressdo pET3a (Novagen) os pares de
bases 483 da fase de leitura aberta (483 base pair from open reading frame (483 bp ORF)), ou
seja, regido da sequéncia de DNA utilizada na traducdo. A MtPPAT fou superexpressa em
cepas BL21(DE3) de E. coli (GEERLOF, LEWENDON, SHAW, 1999), utilizando-se seis
garrafas contendo 250 mL de meio Luria Bertani (LB) adicionado de 100 uL de ampicilina, na
concentracdo de 100 mg/mL. Mantiveram-se as garrafas em agitacdo por 12 horas a 37 °C e
250 rotacBes por minuto.

Os contetdos das garrafas foram adicionados a 850 mL de meio LB, adicionando-se
mais 1 mL de ampicilina, na concentracdo de 100 mg/mL, em seis frascos separados.
Manteve-se a proliferacdo celular em 37 °C, 250 rotagbes por minuto até que a densidade
Optica do contetdo das garrafas fosse entre 0,6 e 0,8 em 600 nm. Induziu-se o crescimento
celular com 1 mL de isopropil p-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) 1,5 M, mantendo-se as
células por 6 horas em 37 °C e agitacdo de 250 rotacGes por minuto.

Apobs as 6 horas de inducdo, centrifugaram-se as células a 4 °C e 5.000 rotacGes por
minuto, durante 15 minutos. Em seguida, os pellets foram transferidos para tubos Falcon de 50
mL, adicionando-se fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e trisaminometano (TRIS) (pH 7,6). Adicionou-se volume de TRIS necessario para
obtencdo 50 mL de volume final. As células foram ressuspensas, homogeneizando-se a
solucdo. A solucdo foi mantida em gelo e utilizou-se uma prensa francesa a fim de realizar a
lise celular. Apds a lise das células, a solucdo obtida foi centrifugada a 35.000 rotacbes por

minuto por 30 minutos a 4 °C.

3.3.5.1.2 Purificagdo

A fim de purificar a solugdo obtida e isolar a MtPPAT, realizaram-se trés
procedimentos (GEERLOF, LEWENDON, SHAW, 1999). Inicialmente, adicionou-se 0
sobrenadante obtido na etapa anterior de centrifugacdo a coluna de troca idnica HiLoad Q-

Sepharose. Utilizaram-se dois tampdes como fase movel, sendo o tampdo A uma solugédo de
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10 mM TRIS (pH 8,0) e 0,1 M EDTA (pH 7,6), e o tampéo B uma solugdo de 10 mM TRIS
(pH 8,0) e 0,1 M EDTA (pH 7,6) e 1 M cloreto de sddio (NaCl). A coluna foi equilibrada com
dois volumes de agua. Em seguida, utilizou-se o seguinte gradiente: 192 mL de 0-20% do
tampédo B, seguidos de 480 mL de 20-40% do tampao B e, por fim, 96 mL de 40-100% do
tampdo B. A enzima eluiu em aproximadamente 32-36% do tampdo B, verificando-se sua
identidade por meio de gel de poliacrilamida. As fragOes corretas foram isoladas e dialisadas
por 12 h em tampdo contendo 10 mM TRIS (pH 8,0), 10 mM MgCI2 e 1 mM -
mercaptoetanol (B-ME).

Em seguida, realizou-se coluna Red Sepharose, uma coluna de afinidade por
nucleotideos. Esta foi equilibrada com 50 mL de agua e 50 mL de tampéo contendo 10 mM
TRIS (pH 8,0), 10 mM MgCI2 e 1 mM B-mercaptoetanol. A solugdo contendo a enzima foi
adicionada a coluna, coletando-se o material obtido. Em seguida, lavou-se a coluna com o
mesmo tampdo utilizado para equilibra-la, coletando-se, também, essa fracdo. Ambas as
fracBes foram analisadas com relacdo a possivel presenca de enzima utilizando-se o Reagente
de Bradford. Lavou-se a coluna até ndo se observar mais a presenca de enzima nas fracoes
coletadas. As fragdes contendo a enzima foram concentradas a um volume de 5 mL a fim de
se realizar a proxima etapa.

Por fim, adicionou-se o volume obtido na etapa anterior a coluna por exclusdo de
tamanho Superdex 200, sendo esta uma coluna de filtracdo em gel, a fim de passar pela Gltima
etapa de purificacdo. Realizou-se cromatografia em coluna isocratica, com 400 mL de tampao
contendo 20 mM TRIS, 0,5 M EDTA, 200 mM NaCl e 1 mM B-ME. A enzima eluiu entre,
aproximadamente, 190 a 200 mL de volume do tampdo utilizado. Apos realizacdo da coluna,
verificou-se a pureza da enzima obtida por meio de gel de poliacrilamida. As fragcdes contendo
a enzima pura foram dialisadas por 12 horas em tampédo contendo 20 mM TRIS, 0.5 mM
ditiotreitol (DTT) e 150 mM NaCl. Em seguida, a solucdo obtida foi concentrada, congelada

com nitrogénio liquido, e armazenada a -80 °C.
3.3.6 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA
Esta etapa do trabalho foi iniciada no The Institute for Tuberculosis Research —

University of Illinois at Chicago, sendo supervisionada pelo Dr. Scott Gary Franzblau, e

finalizada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.
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3.3.6.1 Ensaio de inibicdo enzimatica dos ligantes frente a fosfopanteteina
adenililtransferase de M. tuberculosis (MtPPAT)

Realizaram-se ensaios de inibicdo enzimatica frente a enzima fosfopanteteina
adenililtransferase de M. tuberculosis (MtPPAT) para todos os compostos sintetizados no
trabalho. O teste de inibicdo realizado foi um ensaio reverso, que utiliza duas enzimas
acopladas, glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e hexoquinase (HK), para permitir a
deteccdo de inibicdo da MtPPAT pelos ligantes (SHAW, LEWENDON, 2004). A atividade
reversa da enzima PPAT (Esquema 6) constitui em clivagem da desfosfocoenzima A
(dpCoA), dependente de pirofosfato (PPi), que produz trifosfato de adenosina (ATP) e
fosfopanteteina (Ppant). Neste ensaio (Esquema 6), a HK utiliza ATP, produzido pela reacdo
reversa da PPAT, e glicose a fim de gerar glicose-6- fosfato. Apos este passo, a G6PDH
utiliza a glicose-6-fosfato e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada (NADP™),
para produzir 6-fosfogluconolactona e libera a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

reduzida (NADPH), que € detectada em um comprimento de onda de 340 nm.

deoAL Ppant
PPAT 4

ATP M licose- 6 fosfato NADP. 6-fosfoql lact
———> B-fosfo ucono actona
HK 9 G6PDH g
ADP NADPH

Esquema 6: Etapas envolvidas no ensaio reverso de inibicdo enzimatica da fosfopanteteina
adenililtransferase (PPAT). dpCoA - desfosfocoenzima A, PPi — pirofosfato, Ppant —
fosfopanteteina, HK — hexoquinase, ATP - trifosfato de adenosina, ADP - difosfato de
adenosina, NADP™ - dinucleotideo fosfato oxidada, GBPDH - glicose-6-fosfato desidrogenase,
dinucleotideo fosfato reduzida - NADPH.

O volume final da reacdo foi de 1 mL de tampdo TRIS 50 mM (pH 8,0), contendo
pirofosfato tetrassodico 2 mM (PPi), ditiotreitol 1 mM (DTT), nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP) 1 mM, cloreto de magnésio 2 mM (MgCly), glicose 5 mM, 4
unidades de hexoquinase e 1 unidade de glicose-6-fosfato desidrogenase. As reacdes foram
monitoradas seguindo o aumento da absorbancia a 340 nm a 25 °C. As concentragdes para
dpCoA e PPAT foram de 50 uM e 100 nM, respectivamente. Os compostos foram diluidos em
DMSO, em uma concentracdo de 3% do volume total, sendo que a mesma concentracao de

DMSO foi empregada em ambos os controles, positivo (auséncia de inibidor) e negativo
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(auséncia de enzima).

A determinacdo da concentracdo dos compostos que produz 50% de inibicdo da
atividade enzimatica (Clsp), quando comparada ao controle positivo (auséncia de inibidor), foi
realizada em triplicata. A fim de se calcular a Clsg, primeiramente, calculou-se a porcentagem
de inibicdo dos compostos frente a enzima em diversas concentragcfes utilizando-se a porcéao
linear da curva de atividade enzimatica. Comparou-se, por meio da equacdo da reta, a
inclinacdo desta na presenca dos inibidores com aquela do controle positivo (auséncia de
inibidor), a fim de determinar a porcentagem de inibicdo dos compostos em cada
concentragcdo. Posteriormente, determinou-se uma nova equacdo da reta baseada nas
porcentagens de inibicdo obtidas para as diferentes concentragcbes, 0 que permitiu a

determinacéo da Clso.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MODELAGEM MOLECULAR

4.1.1 REDOCKING

Os estudos de redocking foram realizados, inicialmente, sem a presenca de moléculas
de &gua estruturais. Os valores de RMSD observados entre as poses da 4’-fosfopanteteina
resultantes do redocking, na auséncia das moléculas de agua, e as estruturas co-cristalizadas
se mostraram-se inadequados (maiores do que 2,0).

Posteriormente, ao se realizar novos estudos de redocking com as estruturas retiradas
do PDB contendo moléculas de agua estruturais, obtiveram-se alguns bons resultados. Sendo
assim, observou-se que a presenca de moléculas de agua no sitio ativo é determinante para a
boa reproducdo das geometrias de interacdo observadas experimentalmente. ApOs as
simulacgdes de redocking, selecionou-se a metodologia que apresentou 0 menor RMSD entre a
pose da 4’-fosfopanteteina resultante do docking e a estrutura do cristal retirada do PDB. O
menor RMSD, 0,6816 A, foi obtido utilizando-se a estrutura com coédigo 3NBK,
selecionando-se 0 oxigénio gama do residuo Ser 9 presente no sitio de ligagdo como centro e
um raio de 10 A a partir desse ponto, a funcdo de pontuacdo ChemPLP e velocidade lenta de

busca do algoritmo genético.

4.1.2 VALIDACAO

Apo6s as simulacdes de docking para a série A (Tabela Ill), observaram-se as
pontuacdes dos sete ligantes (KORB,STUTZLE,EXNER, 2009) nas trés simulacdes a fim de
se selecionar a melhor pontuacdo para cada ligante, classificando-os, em seguida, em uma
escala de afinidade relativa. Selecionaram-se as melhores pontuagdes de cada ligante (Tabelas
VII e VIII), ou seja, a pose na qual o ligante apresentou maior afinidade entre as trés
simulacdes realizadas. Estas pontuacdes foram comparadas com as Clsy obtidas
experimentalmente por Timofeev e colaboradores (2010), a fim de verificar se os valores de

afinidade apresentavam correlagdo com os valores de atividade inibitoria.
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Tabela V1I: Selecdo das melhores pontuacfes para cada ligante da série A.
Pontuagdo 22  Pontuacdo

Pontuacéo 12

. . N simulagéo 3 Melhor
Ligante  simulagéo . . « ~
. docking simulagdo  pontuacéo
docking .
docking
6 58,94 56,76 59,90 59,90
7 60,21 61,38 60,65 61,38
8 58,40 64,31 67,83 67,83
9 61,88 62,59 65,33 65,33
10 67,03 64,00 59,72 67,03
11 56,04 54,61 52,61 56,04
12 63,75 62,88 65,18 65,18

Tabela VIII: Classificacdo dos inibidores de acordo com sua afinidade e comparagdo com sua
atividade inibitdria experimental
Clso (UM) E. coli PPAT

Ligante Pontuagao (TIMOFEEV et al., 2010)
8 67,83 0,006
10 67,03 0,011
9 65,33 0,020
12 65,18 0,14
7 61,38 0,12
6 59,90 0,30
11 56,04 0,57

De acordo com a afinidade obteve-se, da maior para a menor afinidade, a seguinte
classificacdo: 8, 10, 9, 12, 7, 6, 11 (Tabela VIII). Os resultados experimentais mostraram, do
mais ativo para 0 menos ativo, a seguinte classificacdo: 8, 10, 9, 7, 12, 6, 11. Apenas 0s
ligantes 7 e 12 apresentaram pontuacdes invertidas com relacdo a Clsg, porém seus valores sdo
muito semelhantes, o que justificaria a inversdo de pontuacdo. Dessa forma, os resultados do
docking se apresentam altamente correlacionados com o0s resultados experimentais de
atividade dos inibidores da série A. Sendo assim, é possivel afirmar que o método utilizado
para as simulagdes de docking deste trabalho prevé adequadamente a ordem da atividade de
inibidores para o sitio de interacdo estudado na PPAT da E. coli. Considerando-se que a
PPAT da E. coli e do Mtb. sdo homologas, é bem provavel que o método empregado seja
valido para a PPAT do Mtb utilizada neste trabalho.

Apols as simulagbes de docking para a série B (Tabela 1V), observaram-se as
pontuacdes dos 19 ligantes (KORB,STUTZLE,EXNER, 2009) nas trés simulacdes a fim de
selecionar a melhor pontuacdo para cada ligante, classificando-os, em seguida, em escala de
afinidade. Selecionaram-se as melhores pontuacgdes de cada ligante (Tabelas IX e X), ou seja,
a pose na qual o ligante apresentou maior afinidade entre as 3 simulacfes realizadas. Estas
pontuacbes foram comparadas com a Clsg obtido experimentalmente por Zhao e
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colaboradores (2003), a fim de verificar se os valores de afinidade correspondiam aos valores

de atividade inibitoria.

Tabela IX: Selecdo das melhores pontuacdes para cada ligante da série B

Pontuacéo - 12

Pontuacéo - 22

Pontuacéo - 3?

Melhor

Ligante simulagdo docking simulacgdo docking  simulagdo docking pontuacgéo
6 28,18 30,16 29,73 30,16
7 30,39 29,63 29,75 30,39
8 28,77 29,05 30,98 30,98
9 33,14 28,14 26,82 33,14
10 28,63 28,19 29,25 29,25
11 26,52 25,20 28,82 28,82
12 30,66 30,59 31,66 31,66
13 30,97 30,50 29,44 30,97
14 28,05 28,33 27,96 28,33
15 34,51 34,17 34,69 34,69
16 30,01 29,79 30,38 30,38
17 31,71 31,93 29,81 31,93
18 32,47 31,50 32,56 32,56
19 29,74 30,98 27,87 30,98
20 31,95 28,45 32,00 32,00
21 28,54 25,84 29,54 29,54
22 29,17 28,27 28,12 29,17
23 28,66 29,18 28,22 29,18
24 31,02 31,65 32,67 32,67

Tabela X: Classificacdo dos inibidores de acordo com sua afinidade e compara¢do com sua
atividade inibitdria experimental

Clso (UM) E. coli PPAT

Ligante Pontuagéio (ZHAO et al., 2003)
15 34,69 14
9 33,14 103
24 32,67 106
18 32,56 160
20 32,00 54
17 31,93 > 150
12 31,66 13
8 30,98 17
19 30,98 15
13 30,97 166
7 30,39 244
16 30,38 49
6 30,16 253
21 29,54 121
10 29,25 6,2
23 29,18 49
22 29,17 124
11 28,82 5,1
14 28,33 92
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E possivel observar, por meio dos resultados obtidos, que as simulagbes de docking
realizadas ndo reproduziram adequadamente os resultados experimentais de atividade dos
inibidores da série B. Nas simulacGes de docking realizadas, tanto na presenca de moléculas
de agua quanto na auséncia, ndo se obtiveram resultados adequados. Porém, verificou-se que
os inibidores da série B se comportam de modo diferente no sitio da enzima, ndo interagindo
no mesmo local que a 4’-fosfopanteteina e os ligantes da série A. O que pode ser a razao de 0
método aplicado néo ter gerado resultados de acordo com a atividade inibitoria experimental.
Este resultado sugere que o sitio da enzima ndo se encontra na conformacao adequada para
interagir com as estruturas desta série, que sdao mais rigidas do que as da série anterior.
Possivelmente, as estruturas da série B induzem uma conformagdo no sitio bem diferente
daquela encontrada na estrutura cristalografica usada para o estudo de docking, 1QJC,
induzida pela molécula flexivel de fosfopanteteina co-cristalizada.

Dessa forma, o método utilizado foi validado e considerado adequado para ligantes
que apresentam maior flexibilidade, que é o caso dos ligantes apresentados na série A e,

também, é o caso das moléculas propostas no presente trabalho.

4.1.3 DOCKING DOS LIGANTES PRELIMINARMENTE PLANEJADOS

Apos as simulacdes de docking para os 50 ligantes preliminarmente planejados neste
trabalho, observaram-se os inibidores que apresentaram as dez melhores pontuacdes em cada

uma das simulag6es da triplicata (Tabela XI).

Tabela XI: Ligantes com as dez melhores pontuacdes em cada simulacdo de docking da
triplicata

12 simulagéo 2% simulacéo 32 simulacao
(ligante/pontuacao) (ligante/pontuacao) (ligante/pontuacao)
7/59,25 10/58,30 23/62,55
8/58,62 8/58,07 8/58,47
9/57,74 9/57,32 9/58,34
50/55,75 6/54,74 6/56,68
10/55,69 49/54,44 22/56,34
17/54,04 12/54,38 50/55,76
31/53,07 24/53,03 7/54,50
25/52,84 34/51,60 19/54,06
2/52,73 18/51,28 15/53,78

49/52,57 17/51,22 33/53,53
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Observou-se que 75% dos inibidores apresentados na Tabela XI pertencem a série
amidica. Selecionaram-se os ligantes que apareceram ao menos duas vezes nas simulacées, ou
seja, os ligantes 6, 7, 8, 9, 10, 17, 49, 50. Com estes ligantes realizaram-se as proximas
analises.

Verificou-se que 5 inibidores (6, 7, 8, 9, 10), dos 8 selecionados (62,5%), possuem
como substituinte R uma hidroxila. O inibidor 17 possui como substituinte R o grupo
4,1,1,1,2,2- pentafluorpropila, que, apesar de conter atomos de flUor, possui uma cadeia curta.
Dessa forma, pode-se inferir que, possivelmente, grupos de grande volume nesta regido
podem ser desfavoraveis para a interacao dos inibidores com o sitio. Além disso, os resultados
demonstram que existe a possibilidade de ambos os atomos, flior e oxigénio, estarem atuando
como aceptores de ligacao de hidrogénio, o que também poderia ser importante para a melhor
interacdo entre os inibidores citados e o sitio ativo. Com relacdo ao outro substituinte das
estruturas, Q, verifica-se que todos 0s possiveis grupos substituintes apareceram entre as
melhores pontuacdes.

Com relacgdo as ligacbes de hidrogénio observadas no programa GOLD, verificou-se
que os inibidores 6, 7, 8, 9 e 10 realizam interacdes de hidrogénio com os residuos Ser 9
(hidroxila da regido R dos ligantes) e com e Val 73 (oxigénio carbonilico presente no grupo
amida central dos ligantes). Estes residuos também se mostram importantes na interagdo da
fosfopanteteina e da CoA com o sitio ativo (Figura 14).
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Figura 14: Mapa de interacOes entre a fosfopanteteina e o sitio ativo da PPAT realizado no
programa LigPlot (WUBBEN, MESECAR, 2010).

Observa-se que os inibidores da série sulfonamidica ndo interagem com os residuos
Ser 9 e Val 73, conforme observado para os ligantes da série amidica de melhores pontuacdes.
Estas interaces mostram-se essenciais para a interacdo da fosfopanteteina e da CoA com o
sitio ativo. Tal fato pode estar relacionado com a predominancia da série amidica entre as
melhores pontuac¢des nos dockings realizados.

De acordo com os resultados obtidos nestas simulaces de docking, planejaram-se
novos ligantes, os quais apresentam tamanho reduzido. Esta caracteristica foi considerada
promissora nas simulagdes anteriormente descritas e, além disso, traria representaria
facilidade sintética, uma vez que a sintese dos ligantes de tamanho reduzido envolveria menor

namero de etapas.
4.1.4 DOCKING DO CONJUNTO TOTAL DE LIGANTES PROPOSTOS

Apos a realizagdo das simulagdes de docking (quintuplicata) para os 78 ligantes
propostos neste trabalho, selecionaram-se os dez ligantes de maior pontuagdo nas cinco

simulagdes (Tabela XII).
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Tabela XII: Ligantes com as 10 melhores pontuacdes em cada simulacao de docking da
quintuplicata
1%simulacdo  22simulacéo 32 simulacéo 42 simulacdo 52 simulacéo

(ligante/ (ligante/ (ligante/ (ligante/ (ligante/
pontuacdo) pontuacao) pontuacao) pontuacdo) pontuacdo)
64/64,24 63/60,23 66/64,72 66/63,39 63/63,79
63/63,95 67/59,35 63/63,22 7/59,81 66/61,86
66/63,95 65/59,29 67/60,19 10/59,69 64/61,33
67/61,65 66/58,92 9/58,81 8/59,21 8/59,82
19/60,34 4/58,71 8/58,62 63/58,53 14/59,63
8/59,19 64/58,70 64/57,02 67/58,23 67/59,48
9/57,54 8/58,45 10/56,77 65/58,15 9/59,10
68/56,13 68/58,08 65/56,71 64/57,31 29/58,87
62/55,57 6/55,43 25/56,69 68/56,70 69/56,61
6/55,04 9/54,73 68/55,36 9/55,71 68/56,37

Entre os dez ligantes de maior pontuacdo das cinco simulagdes, selecionaram-se 0s
ligantes que apareciam concomitantemente nas cinco simulagfes. Verificou-se que sete
ligantes estavam entre os dez de maior pontuacdo em todas as simulagdes e, dessa forma,

estes foram selecionados (Figura 15).

o..,0 0 0

% o)
N/\/\N/S N/\/\N/S
H H H g H
O,N 67 F O,N cl

Figura 15: Estruturas dos ligantes selecionados por meio da simulagédo de docking.
Observaram-se as pontuacdes dos sete ligantes nas cinco simulacdes a fim de se

selecionar a melhor pontuacéo para cada ligante, classificando-os, em seguida, em uma escala

de afinidade prevista (Tabela XIII).

1 (= D
L/]/(;////(/ ()(///r//'( @ e(////////'



58

Tabela XIII: Pontuacéo dos ligantes de maior afinidade prevista selecionados

Pontuacdo  Pontuacgéo Pontuacdo  Pontuacéo
18 28 48 52 Melhor

Pontuacéo 3?

Ligante . x . < simulagdo . x . x x
simulacdo  simulacéo docking simulacdo  simulacédo pontuacéo
docking docking docking docking
8 59,19 58,45 58,62 59,21 59,82 59,82
9 57,54 54,73 58,81 55,71 59,10 59,10
63 63,95 60,23 63,22 58,53 63,79 63,95
64 64,24 58,70 57,02 57,31 61,33 64,24
66 63,95 58,92 64,72 63,39 61,86 64,72
67 61,65 59,35 60,19 58,23 59,48 61,65
68 56,13 58,08 55,36 56,70 56,37 58,08

Selecionaram-se as poses com as melhores pontuacdes de cada ligante, ou seja, a pose
na qual o ligante apresentou melhor interagcdo entre as cinco simulagbes realizadas, e
verificou-se se a geometria dessas poses era similar a apresentada pela fosfopanteteina.
Observou-se que todos os inibidores selecionados apresentaram geometria semelhante a da
fosfopanteteina (Figura 16). A fosfopanteteina, que € o ligante natural da PPAT, possui
semelhanca estrutural com os ligantes planejados neste estudo e encontra-se co-cristalizada

com a enzima no cristal utilizado para as simulagdes de docking.

A L\
Figura 16: Semelhanca entre as poses obtidas para os ligantes, por exemplo o ligante 66

(rosa), apds as simulacdes de docking realizadas, e a geometria da fosfopanteteina (amarelo)
co-cristalizada com a enzima utilizada neste estudo. Imagem gerada no programa PyMOL
Molecular Graphics System 1.1.

Observando-se que todas as poses selecionadas possuiam geometria semelhante a
geometria da fosfopanteteina na estrutura cristalografica, classificaram-se os ligantes de
acordo com a pontuacéo alcancada: 66, 64, 63, 67, 8, 9, 68.

Verificou-se que todas as moléculas selecionadas possuem como fungdo central a
funcdo amida. As moléculas de maior volume planejadas ndo estdo entre as de maior

pontuacédo, podendo se inferir que o volume molecular pode realmente ser fator limitante para
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uma interagdo adequada. Por outro lado, as moléculas menores (série 2), também nédo estdo
entre as de maior pontuacdo, o que ocorre devido ao menor numero de pontos de interacdo
disponiveis nas moléculas da série 2 .Dessa forma, o tamanho da molécula também parece ser
crucial para ocorram as interacdes necessarias, entre os ligantes e os residuos de aminoacidos
do sitio ativo, para que a afinidade seja adequada.

Com relagdo as interacOes realizadas entre os inibidores e a PPAT, observou-se que,
de forma geral, estes realizam interacbes com residuos de aminoacidos explorados pela
fosfopanteteina, ligante natural, no sitio ativo e alguns ligantes, possivelmente, realizam
interacbes com residuos ndo explorados pela fosfopanteteina. Isto pode ser observado na
Tabela X1V, Figuras 14 e 17.

Tabela X1V: Residuos de aminoécidos com os quais os ligantes propostos possivelmente
realizam interacoes

Ligante Residuos com os quais possivelmente realizam interagdo
8 Ser 9, Leu 36
9 Ser 9, Leu 36, Leu 72, Val 73, Tyr 97
63 Ser9, Leu 72, Val 73
64 Ser 9, Leu 36, Tyr 97, Met 101, Asn 105
66 Ser 9, Val 73, Met 101
67 Ser 9, Leu 72, Val 73, Met 101
68 Ser 9, Leu 36

fosfopanteteina Gly 8, Ser 9, Leu 36, Gly 71, Leu 72, Val 73, Asn 105

\

Figura 17: Possiveis interagdes realizadas pelo ligante 66, mais promiséor segundo as
simulagdes de docking, com o sitio ativo da PPAT. Imagem gerada no programa PyMOL
Molecular Graphics System 1.1.
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4.15 ENTALPIA DE INTERACAO DOS COMPLEXOS DOS LIGANTES
MAIS PROMISSORES

Para que a formacdo de um complexo seja favorecida, como ocorre durante a interacéo
de um ligante com seu alvo, a energia livre do complexo deve ser menor do que a dos ligantes
e do sitio de interacdo livres. Dessa forma, verificar a variacdo da energia livre de um sistema
permite a obtencdo da energia associada a formacdo do mesmo. Informacdes sobre a entalpia
e a entropia do sistema possibilitariam que se determine se a interacdo entre ligante e sitio
ativo seria passivel de ocorrer. Dessa forma, calculos semi-empiricos os quais permitam o
conhecimento da entalpia envolvida em uma determinada interagéo sdo de grande interesse.

Nas Tabelas XV a XXVI encontram-se os resultados obtidos para os célculos de
entalpia de formacéo realizados, nas diferentes condicdes utilizadas.

4.1.5.1 Calculos de entalpia de interacdo no vacuo

Tabela XV: Célculos de entalpia de formacdo com sistema fixo

ligante entalpia de interagédo termo referente as ligagdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacédo (kcal/mol)
8 -35,46 +8 -27,46
9 +4,84 +7 +11,84
63 -86,35 +6,5 -79,85
64 -90,87 +5,5 -85,37
66 -84,96 +5 -79,96
67 -63,27 +5 -58,27
68 -83,91 +5 -78,91

Tabela XVI: Calculos de entalpia de formacao com ligante livre

ligante entalpia de interacdo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -117,76 +8 -109,76
9 -97,84 +7 -90,84
63 -111,87 +6,5 -105,37
64 -116,47 +5,5 -110,97
66 -101,86 +5 -96,86
67 -93,55 +5 -88,55

68 -107,87 +5 -102,87
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Tabela XVII: Célculos de entalpia de formacdo com sistema fixo com ligante livre e dguas

livres
ligante entalpia de interacdo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -108,45 +8 -108,45
9 -124,28 +7 -117,28
63 -103,11 +6,5 -96,61
64 -96,06 +5,5 -90,56
66 -89,77 +5 -84,77
67 -82,18 +5 -77,18
68 -101,65 +5 -96,65

Tabela XVIII: Célculos de entalpia de formacdo com ligante livre, &guas livres e cadeias
laterais livres

ligante entalpia de interacdo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)

8 +32,96 +8 +40,96
9 +74,96 +7 +81,96
63 -25,60 +6,5 -19,10
64 -23,75 +5,5 -18,25
66 -27,20 +5 -22,20
67 -8,54 +5 -3,54

68 -31,77 +5 -26,77

4.1.5.2 Calculos de entalpia de interacdo com constante dielétrica da agua (78,4)

Tabela X1X: Calculos de entalpia de formacdo com sistema fixo

ligante entalpia de interacédo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -130,40 +8 -122,40
9 -132,73 +7 -125,73
63 -93,99 +6,5 -87,49
64 -131,71 +5,5 -126,21
66 -83,59 +5 -78,59
67 -83,54 +5 -78,54
68 -100,64 +5 -95,64

Tabela XX: Célculos de entalpia de formacdo com ligante livre

ligante entalpia de interacédo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -63,34 +8 -55,34
9 -44,08 +7 -37,08
63 -77,47 +6,5 -70,97
64 -54,95 +5,5 -49,45
66 -56,86 +5 -51,86
67 -45,70 +5 -40,70

68 -68,77 +5 -63,77

1 (= D
L/]/(;////(/ ()(///r//'( @ e(////////'



62

Tabela XXI: Calculos de entalpia de formacao ligante livre e aguas livres

ligante entalpia de interacédo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacédo (kcal/mol)
8 -70,52 +8 -62,52
9 -60,79 +7 -53,79
63 -55,62 +6,5 -49,12
64 -53,87 +5,5 -48,37
66 -51,25 +5 -46,25
67 -51,74 +5 -46,74
68 -75,91 +5 -70,91

Tabela XXII: Célculos de entalpia de formacdo com ligante livre, aguas livres e cadeias
laterais livres

ligante entalpia de interacdo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)

8 +28,93 +8 +36,93
9 +72,24 +7 +79,24
63 -30,19 +6,5 -23,69
64 -19,31 +5,5 -13,81
66 -43,77 +5 -38,77
67 -5,72 +5 -0,72

68 -44,22 +5 -39,22

4.1.5.3 Calculos de entalpia de interacdo com constante dielétrica para cavidade
da proteina préxima a fase aguosa (25)

Tabela XXIII: Calculos de entalpia de formacdo com sistema fixo

ligante entalpia de interacédo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -85,45 +8 -77,45
9 -61,14 +7 -54,14
63 -50,37 +6,5 -43,87
64 -39,74 +5,5 -34,24
66 -50,48 +5 -45,48
67 -50,67 +5 -45,67
68 -68,56 +5 -63,56

Tabela XXIV: Calculos de entalpia de formacdo com ligante livre

ligante entalpia de interacdo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -68,09 +8 -60,09
9 -49,26 +7 -42,26
63 -61,93 +6,5 -55,43
64 -57,85 +5,5 -52,35
66 -60,33 +5 -55,33
67 -44,63 +5 -39,63

68 -69,84 +5 -64,84
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Tabela XXV: Célculos de entalpia de formacao com ligante livre e dguas livres

ligante entalpia de interacédo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacédo (kcal/mol)
8 -107,33 +8 -99,33
9 -111,33 +7 -104,33
63 -79,29 +6,5 -72,79
64 -71,42 +5,5 -65,92
66 -87,45 +5 -82,45
67 -121,27 +5 -116,27
68 -118,76 +5 -113,76

Tabela XXVI: Calculos de entalpia de formacdo com ligante livre, aguas livres e cadeias
laterais livres

ligante entalpia de interacdo termo referente as ligacdes energia aproximada de
(kcal/mol) congeladas (kcal/mol) interacdo (kcal/mol)
8 -92,03 +8 -84,03
9 -87,62 +7 -80,62
63 -62,11 +6,5 -55,61
64 -67,21 +5,5 -61,71
66 -67,81 +5 -62,81
67 -94,60 +5 -89,60
68 -75,56 +5 -70,56

Observa-se, de maneira geral, que os ligantes apresentaram valores negativos de
energia de interacdo, ou seja, o sistema libera energia ao ocorrer a interacdo, que, entao, seria
favorecida.

Verificou-se que os melhores resultados foram os obtidos para o vacuo, o0 que
normalmente ocorre, devido a auséncia de interagdes do ligante neste ambiente; sendo assim,
os valores no vacuo sdo utilizados apenas a fim de comparacdo relativa entre os ligantes.
Dessa forma, considerando-se os sistemas que simulam ambientes proximos a realidade, o0s
melhores resultados foram observados ao se utilizar o EPS 25, o qual simula a constante
dielétrica de sitios externalizados ao ambiente protéico, ou seja, em contato com a agua. O
sitio estudado se encontra no canal de solvente da fosfopanteteina adenililtransferase, estando
em contato com a agua. Dessa forma, esperava-se que o EPS 25 simularia bem este ambiente,
0 que foi corroborado pelos resultados obtidos.

Com relagéo a liberdade concedida ao sistema, verificou-se que os melhores resultados
obtidos para o EPS 25, que foi a constante dielétrica mais adequada ao estudo, foram obtidos
ao se dar liberdade para o ligante e para a agua e, também, ao se dar liberdade para o ligante, a
agua e as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos. Dessa forma, ao se utilizar sistemas

mais proximos ao que encontramos no organismo, os resultados de entalpia para os ligantes
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propostos séo favorecidos, o que demonstra que estes, possivelmente, teriam uma interacao

favorecida com o sitio ativo da PPAT do Mtb.

4.1.5.4 Comparacdo dos resultados obtidos para os ligantes com os resultados
obtidos para a fosfopanteteina

Os resultados apresentados nas Tabelas XXVII a XXIX buscam a comparacdo dos
melhores resultados obtidos, que seriam 0s sistemas nos quais se forneceu maior grau de

liberdade, com os resultados obtidos para a fosfopanteteina nos mesmos sistemas.

Tabela XXVII: Célculos entalpia de interacdo no vacuo

. . energia relativa  energia aproximada energia relativa
energia aproximada

. “ no vacuo com de interacdo no no Vacuo com
de interagdo no ligante e véacuo com ligante,  ligante, moléculas
ligante vécuo com ligante e g . gante, gante, .
moléculas de guas molecul_as de moI(_ecuIas de_ aguae de aguae c_adelas
livres (kcal/mol) aguas livres cadeias laterais livres laterais livres
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
8 -108,45 +17,45 +40,96 -0,01
9 -117,285 +8,62 +81,96 +40,99
63 -96,61 +29,29 -19,10 -60,07
64 -90,56 +35,34 -18,25 -59,22
66 -84,77 +41,13 -22,20 -63,17
67 -77,18 +48,72 -3,54 -44 .51
68 -96,65 +29,25 -26,77 -67,74
fosfopanteteina -125,90 - +40,97 -

Tabela XXVII1I: Calculos entalpia de interacdo com constante dielétrica da agua (78,4)

. . energiarelativa  energia aproximada energia relativa
energia aproximada

de interacio com com constante de interacdo com com constante
¢ao cor dielétrica da constante dielétrica  dielétrica da agua,
. constante dielétrica | . . . . ]
ligante ; . agua, ligante e da agua, ligante, ligante, moléculas
da agua, ligante e . ) , y .
. . moléculas de moléculas de &guae  de &gua e cadeias
moléculas de aguas . I deias | is Ii | is Ii
livres (kcal/mol) aguas livres cadeias laterais livres aterais livres
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
8 -62,52 +7,38 +36,93 +106,83
9 -53,79 +16,11 +79,24 +149,14
63 -49,12 +20,78 -23,69 +46,21
64 -48,37 +21,53 -13,81 +56,09
66 -46,25 +23,65 -38,77 +31,13
67 -46,74 +23,16 -0,72 +69,18
68 -70,91 -1,01 -39,22 +30,68
fosfopanteteina -69,90 - -69,90 -
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Tabela XXIX: Calculos entalpia de interacdo com constante dielétrica para cavidade da
proteina proxima a fase aquosa (25)

energia aproximada  energia relativa  energia aproximada energia relativa

de interacdo com constante de interacdo com com constante
interagdo com dielétrica 25, constante dielétrica dielétrica 25,
ligante constante dielétrica ligante e 25, ligante, ligante, moléculas
25, ligante e moléculas de moléculas de 4guae  de &gua e cadeias
moléculas de aguas aguas livres cadeias laterais livres laterais livres
livres (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
8 -99,33 -24,63 -84,03 -9,33
9 -104,33 -29,63 -80,62 -5,92
63 -72,80 +1,9 -55,61 +19,09
64 -65,92 +8,78 -61,71 +12,99
66 -82,45 -7,75 -62,81 +11,89
67 -116,27 -41,57 -89,60 -14,9
68 -113,76 -39,06 -70,56 +4,14
fosfopanteteina -74,70 - -74,70 -

Observando os resultados das Tabelas XXVII a XXIX, constata-se que os ligantes, em
sua maioria, apresentaram energias de interacdo interessantes, quando comparados a
fosfopanteteina, ligante natural, no sistema que melhor simula o sitio estudado, ou seja, 0
sistema com EPS 25 (Tabela XXIX). Os valores sdo considerados interessantes por serem
mais negativos do que o observado para a fosfopanteteina, ou seja, pode haver maior
liberacdo de energia na interacdo dos ligantes com o sitio ativo do que na interagdo do
substrato com o mesmo. Neste sentido, existe a possibilidade de a interacdo dos ligantes com
0 sitio ativo ser mais favoravel energeticamente do que a interacdo do substrato com o sitio
ativo, o que acarretaria no deslocamento da fosfopanteteina do sitio ativo e na inibicdo da
atividade enzimatica pelos ligantes propostos.

A analise detalhada dos calculos semi-empiricos realizados previamente, permitiu a
observacao de que o anel tiadiazol, presente nos compostos 9 e 64, estava sendo repelido pelo
residuo Glutamina 100 do sitio ativo da PPAT. Dessa forma, a interacdo destes compostos
com o sitio ativo da PPAT foi considerada desfavoravel e, sendo assim, selecionaram-se 0s
compostos 8, 63, 66, 67 e 68 (Figura 14) a fim de serem sintetizados e avaliados quanto a sua

atividade biolégica.

4.1.6 CALCULOS DE COEFICIENTE DE PARTICAO

A lipofilicidade pode ser expressa numericamente pelo valor calculado do coeficiente
de particdo n-octanol/agua (ClogP). Dessa forma, na Tabela XXX podem se verificar os

valores de ClogP dos compostos sintetizados. Os referidos valores foram calculados com o
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intuito de se relacionar o coeficiente de particdo dos ligantes e fragmentos com suas
respectivas atividades.

Tabela XXX: Coeficiente de parti¢do calculado (CLogP) dos compostos sintetizados.
Coeficiente de parti¢do calculado

Ligante (CLogP)
8 1,04
63 2,56
66 1,74
67 1,82
68 2,28
79 3,25
80 2,44
81 1,86
82 1,79
83 2,56
84 2,56

Ao verificarmos o balan¢o hidro-lipofilico dos compostos, pode se observar que estes
apresentam um carater lipofilico, jA& que todos os valores de CLogP sdo positivos, se

encontrando entre 1,04 (para o composto 8) e 3,25 (para 0 composto 79).

4.2 SINTESE E PURIFICACAO DOS COMPOSTOS

Sintetizaram-se onze compostos no presente trabalho, sendo cinco compostos
selecionados de acordo com os resultados dos calculos de modelagem molecular previamente
realizados (8, 63, 66, 67, 68), dois fragmentos dos compostos previamente selecionados (80 e
81) e quatro compostos otimizados de acordo com os resultados de atividade bioldgica
obtidos (79, 82, 83 e 84) (Figura 13).

4.2.1 MECANISMOS REACIONAIS

Pode se observar os mecanismos reacionais envolvidos na formagdo dos compostos

sintetizados no presente trabalho nos Esquemas 5 a 8.
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O Oy 0 oy, C!
><O)J\N/\/\NH2 Cl)‘\©\ ><O)]\N/\/\ﬁ>{/©\
H \_j H Hy
N NO

02 2

0 0 o) ‘ o)
H H -— H s Cl
+
HCI NEt, NO N J NO2

Esquema 5: Mecanismo reacional envolvido na formagéo do ligante 66. O mesmo
mecanismo reacional se aplica a formacao do fragmento 81 e de intermediarios sintéticos na
formacéo dos compostos 63, 67, 68, 82, 83 e 84.

Esquema 6: Mecanismo reacional envolvido na formacdo de intermediarios sintéticos na
formacéo dos compostos 63, 67, 68, 82, 83 e 84.
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O @)
Y. \\S//O Y. O\\S//O+
— + \N/\/\N \N{\/\N _
Cl NHEt3 + H H -~ H’ N H + Cl
z NO, z K ( NO,

Esquema 7: Mecanismo reacional envolvido na formacéo do fragmento 80 e dos ligantes 63,
67, 68, 79, 82, 83 e 84.
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Esquema 8: Mecanismo reacional envolvido na formacéo do ligante 8.

(e}
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4.2.2 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS

4.2.2.1 Aspectos fisicos e rendimentos reacionais

A formacdo dos compostos sintetizados ocorreu de maneira adequada, sendo que, 0s
dados de rendimentos reacionais e aspecto fisico estdo dispostos na Tabela XXXI.

Tabela XXXI: Rendimentos e aspecto fisico dos compostos obtidos

Ligante ou Estrutura Aspecto Rendimento
fragmento fisico (%)
8 Q o, 0 _ 47
o NSNS CFs Sdlido
HO\)LN @ H H \©/ branco
H
63 0 Q.0 96

N CFy Sélido
H H amarelo
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Tabela XXXI: Rendimentos e aspecto fisico dos compostos obtidos (continuacao)

Ligante ou Estrutura Aspecto Rendimento
fragmento fisico (%)
H branco
O,N
67 \\ 0 Sélido 86
ﬁ N \©\ amarelo
O,N claro
68 0 Oy 0 Sélido 89
ﬁ N N \©\ amarelo
O,N claro
79 - O\\S,,O \\S/,O Solido 95
3 \©/ ‘”/\/\ \O/ branco
80 o 0,0 Sélido 86
XOJLH/\/\”/S CFa branco
81 o o Solido 87
/@*N/\/\H/U\OX branco
H
82 o 0,0 Solido 80
Q)kN/\/\N/SO/CFa branco
H H
HoN
83 o 0.0 Sélido 85
yumu/sg amarelo
O,N CF, claro
84 o o. o CFs Solido 90

/©)‘\N/\/\N/S\© branCO
H H
O,N

Conforme indicado, com excecdo do ligante 8, os compostos foram obtidos com

rendimentos satisfatorios (47-96%).

A reducdo no rendimento observada para o composto 8 pode ser justificada devido ao
maior nimero de etapas sintéticas realizadas, quando comparadas ao demais ligantes, e ao
método empregado para sua purificacao.

A purificacdo da maioria dos compostos nao apresentou dificuldades. Apenas o ligante
8 e 0 composto controle passaram por adaptacfes no método de purificacdo, sendo que, no

caso do composto controle, utilizou-se coluna de fase reversa (C18) para a purificagéo.
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Para purificar o ligante 8, realizou-se cromatografia em camada delgada preparativa ao

sintetizados.

invés de extragdo liquido/liquido e coluna cromatogréfica, conforme realizado para os demais
ligantes propostos neste trabalho, devido a dificil solubilidade do composto em solventes
organicos comumente utilizados para extracao liquido/liquido e coluna cromatogréafica. Vale

mencionar que o ligante 8 é o que possui menor CLogP (Tabela XXX) entre os ligantes

4.2.2.2 Andlises de RMN e espectrometria de massas

A fim de caracterizar os compostos sintetizados procedeu-se as analises de ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), ressonancia magnética nuclear de carbono 13
(RMN 3C) e espectrometria de massas de alta resolugdo (ESI) (Tabela XXXII). Os espectros
de massas e RMN de *H e **C s#o apresentados no item ANEXOS.

Tabela XXXII: Caracteriza¢gdo dos compostos sintetizados

'"H NMR (400 MHz; DMSO-d6) §: 9,86 (1 H,
s, 7-NH), 8,30 (1 H, t, J = 4,8 Hz, 9-NH), 8,10-
8,03 (3 H, m, 19,21,23-ArH), 7,88-7,83 (2 H, m,
1,5-ArH), 7,78-7,72 (4 H, m, 13-NH e 2,4,22-
ArH), 4,01 (1 H, s, 28-OH), 3,22 (2 H, quart, J =
5,6 Hz, 10-CH,), 2,81 (2 H, quart, J = 5,6 Hz,
12-CH,), 1,63 (2 H, quint, J = 5,6 Hz, 11-CH,);
3¢ NMR (100 MHz; DMSO0-d6) o: 171,74
(C25), 166,22 (C8), 142,10 (C6), 141,49 (C16),
131,38 (C20), 131,05 (C23), 130,52 (C3), 130,19
(C22), 129,61 (C21), 128,51 (C24), 128,30
(C1,5), 12345 (C19), 119,14 (C24), 62,40
(C26), 41,06 (C10), 37,12 (C12), 29,84 (C11);
ESI calculado para C1gH20F3N30sS: [M+H]",
m/z 460,1149; encontrado: 460,1201.

Compostos
8
22
14 17 23 21
27 s 9 w0 a2 Qe
S 20 °CF
o 0 NN \85 10 3,4
28 H 1 H
HO\)Z‘#N 5 2 9 13 18
26 H 1
7
63
22
14 17 23 1
9 10 12 10\\16
5 s N/\/\N’S\ 1o 20°CF3
H 1 H
2 18
6 9 13
;02N ;

TH NMR (300 MHz; CD;0D) &: 8,28 (2 H, d,
J=8,70 Hz, 1,5-ArH), 8,11 (2 H, d, J = 6,45 Hz,
2,4-AtH), 7,97 (2 H, d, J = 8,01 Hz, 19,21-ArH),
7,92 (L H, d, J = 8,01 Hz, 23-ArH), 7,77 (1 H, t,

24 J = 8,4 Hz, 22-ArH), 3,44 (2 H, t,J = 6,0 Hz, 10-

CH,), 2,99 (2 H, t, J = 6,0 Hz, 12-CH,), 1,82 (2
H, quint, J = 6,0 Hz, 11-CH,); 13C NMR (75
MHz; CD3;0D) o: 168,25 (C8), 151,04 (C6),
143,30 (C3), 141,33 (C16), 132,81 (C20), 132,37
(C23), 131,56 (C22), 130,24 (C21), 129,63
(C2,4), 126,70 (C24), 124,62 (C1,5), 123,09
(19), 41,76 (C10), 38,48 (C12), 30,51 (C11);
ESI calculado para Cy7H17F3N30sS: [M+H]",
m/z 432,0836; encontrado 432,0841.
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Tabela XXXII: Caracterizacdo dos compostos sintetizados (continuacdo)

71

Compostos

"H NMR (300 MHz; DMSO-d6) §: 8,82 (2 H,
t, J=6,0 Hz, 9,14-NH), 8,31 (4 H, d, J = 9,0 Hz,
1,5,19,21-ArH), 8,07 (4 H, d, J = 9,0 Hz,
2,4,18,22-ArH), 3,38 (4 H, quart, J = 6,0 Hz,
11,13-CH,), 1,85 (2 H, quint, J = 6,0 Hz,12-
CH,); *C NMR (75 MHz; DMSO-d6) &:
164,58 (C8,15), 148,93 (C6,20), 140,19 (C3,16),
128,60 (C2,4,18,22), 123,45 (C1,5,19,21), 37,36
(C11, 13), 28,76 (C12); ESI calculado para
C17H15N40Os: [M+H]+, m/z 373,1143;
encontrado: 373,1126.

'H NMR (300 MHz; CD;0D 5: 8,52 (2 H, d, J
=9,0 Hz, 1,5-ArH), 8,20 (2 H, d, J=9,0 Hz, 2,4-
ArH), 8,11 (2 H, quart, J = 9,0 Hz, 18,22-ArH),
7,50 (2 H, t, J = 9,0 Hz, 19,21-ArH), 3,65 (2 H,
t, J = 6,0 Hz, 10-CH,), 3,17 (2 H, t, J = 6,0 Hz,
12-CHy), 2,01 (2 H, quint, J = 6,0 Hz, 11-CH,);
3C NMR (75 MHz; CD;0D &: 168,25 (C8),
151,08 (C20), 141,36 (C6), 138,05 (C3), 130,87
(C16), 129,63 (C2,4), 124,62 (C18,22), 117,37
(C1,5), 117,07 (C19,21), 41,68 (C12), 38,48
(C10) 30,41 (C11); ESI calculado para
C15H17FN305S: [M+H]+, m/z 382,0867;
encontrado: 382,0860.

68

'"H NMR (300 MHz; (CD3),CO) d: 8,31 (2 H,
d, J = 9,0 Hz, 1,5-ArH), 8,21 (1 H, sl, 9-NH),
8,10 (2 H, d, J = 12 Hz, 19,23-ArH), 7,88 (2 H,
quart, J = 12,0 Hz, 20,22-ArH), 7,61 (2 H, d, J =
9,0 Hz, 2,4-ArH), 6,80 (1 H, sl, 13-NH), 3,50 (2
H, quart, J = 6,0 Hz, 10-CH,), 1,83 (2 H, quint, J
= 6,0 Hz, 11-CH,), 0,89 (2 H, sa, 12-CH,); 13C
NMR (75 MHz; (CD3),CO) J: 165,34 (C8),
149,56 (C6), 140,34 (16), 139,74 (C3), 137,88
(C21), 129,21 (C2,4), 128,69 (C20,22), 128,51
(C19,23), 123,42 (C1,5), 40,48 (C10,12), 36,88
(C11); ESI calculado para Ci6H17CIN3OsS:
[M+H]", m/z 398,0572; encontrado:
398,0569.

79
21 14
22 20 18 9 15 13
L Ls" L)
573C 171’/S\N/\/\N/S{\ o 12°CFy
190 H ¢ H O
2 6 10

'H NMR (400 MHz; CDCls) §: 8,04-8,08 (6
H, m, 2,6-NH e 11,14,21,24-ArH), 7,85 (4 H, dd,
J = 84; 5,7 Hz, 13,15,20,22-ArH), 2,77 (4 H,
quart, J = 6,9 Hz, 3,5-CH,), 1,85 (2 H, quint, J =
6,9 Hz, 4-CH,); 13C NMR (100 MHz;
DMSO-d6) §: 142,08 (C8,17), 131,36 (C12,23),
131,00 (C15,20), 130,53 (C14,21), 130,21
(C13,22), 129,66 (C16,25) 123,41 (C11,24)
40,50 (C3,5), 29,86 (C4); ESI calculado para
C17H17F6N20482: [M+H]+, m/z 491,0528,
encontrado: 491,0531.
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Tabela XXXII: Caracterizacdo dos compostos sintetizados (continuacdo)
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'H NMR (400 MHz; CDCl3) §: 8,08-8,16 (2
H, m, 11,13-ArH), 7,83 (1 H, da,15-ArH), 2,77
(1 H, da, 14-Ar), 6,01 (1 H, s, 6-NH), 4,67 (1 H,
s, 2-NH), 3,23 (2 H, ta, 5-CHy), 3,04 (2 H, ta, 3-
CHy), L61-L67 (3 H, m, 4-CHy), 1,39 (9 H, s,
20,21,22-CHs); *C NMR (100 MHz; CDCls)
. 156,15 (Cl), 142,08 (C12), 131,36 (C8),
131,00 (C15), 130,53 (C14), 130,21 (C13),
129,66 (C16), 123,41 (C11), 77,97 (C19), 38,17
(C5), 37,72 (C3), 29,85 (C4), 28,72 (C20,21,22);
ESI calculado para CigH2oF3N,O3: [M+H],
m/z 347,1577; encontrado: 347,1578.

Compostos

80
14
21 221(;3 o 15 13
KM A A
207 19071 N/\/\N/S\\7 1 12 CFag
17 H 4 H O

5 6 10

81

'H NMR (400 MHz; CDCl3) 8: 8,75 (L H, t, J
=5,1; 12-NH), 8,31 (2 H, d, J = 8,7; 17,19-ArH),
8,5 (2 H, d, J = 8,7 Hz, 16,20-Ar), 6,79 (1 H, sl,
2-NH), 3,29 (2 H, quarta, 5-CH,), 2,99 (2 H,
quarta, 3-CH,), 1,66 (2 H, quint, J = 6,9; 4-CH,),
1,38 (9 H, s, 9,10,11-CH;); *C NMR (100
MHz; DMSO-d6) o: 164,98 (C13), 156,15
(C1), 149,41 (C18), 140,57 (Cl14), 129,11
(C16,20), 123,98 (C17,19), 77,97 (C8), 38,17
(C5), 37,72 (C3), 29,85 (C4), 28,72 (C9,10,11);
ESI calculado para CisHzN3Os: [M+H]Y,
m/z 324,1554; encontrado: 324,1559.

82

14 = 23 1
0]
4 10 12 18\16
5 NS g OCFy,

I\
H 11 ” \O
13 18

TH NMR (400 MHz; DMSO-d6) J: 8,03-8,10
(3 H, m, 9-NH e 19,21-ArH), 7,94 (1 H, ta, 13-
NH), 7,86-7,83 (2 H, m, 22,23-ArH), 7,50 (2 H,
d, J = 8,0; 2,4-ArH), 6,51(2 H, d, J = 8,0; 5,1-
ArH), 557 (2 H, s, 7-NH,), 3,17 (2 H, quarta,
10-CHy), 2,79 (2 H, quarta, 12-CH,), 1,60 (2 H,
quinta, 11-CH,); *C NMR (100 MHz;
DMSO-d6) : 177,82 (C8), 166,80 (C6), 152,01
(C16), 142,11 (C20,23), 131,36 (C22), 131,05
(C21), 129,66 (C3), 129,08 (C2,4), 12341
(C24), 121,60 (C19), 112,95 (C1,5), 41,10
(C10), 36,88 (C12), 30,04 (C11); ESI calculado
para C17H19F3N3053S: [M+H]+, m/z
402,1094; encontrado: 402,1090.

1 H

14 v 2 21 CF324
O
4 10 12 O\\1}©;
5 {8 H/\/\N/S\\w T
2
,OaNTE™

'H NMR (400 MHz; DMSO-d6) 68,75 (1 H,
t,J=6,5 9-NH), 8,31 (2 H, d, J = 9,2;1,5-ArH),
8,03-7,96 (6 H, m, 2,4,19,20,22,23-ArH), 7,92 (1
H, t, J = 6,5; 13-NH), 3,27 (2 H, quart, J = 6,8;
10-CH,), 2,85 (2 H, quart, J = 6,8; 12-CH,), 1,68
(2 H, quint, J = 6,8; 11-CH,); *C NMR (100
MHz; DMSO-d6) o: 165,05 (C8), 149,42 (C6),
144,79 (C16), 140,53 (C3), 129,10 (C2.4),
127,93 (C19,23), 126,98 (C20,22), 126,95 (C21),
124,09 (C1,5), 123,97 (C24), 40,99 (C10), 37,44
(C12), 29,53 (C11); ESI calculado para
C17H17F3N305S: [M+H]+, m/z 432,0836;
encontrado: 432,0840.
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Tabela XXXII: Caracterizacdo dos compostos sintetizados (continuacdo)

Compostos 'H NMR (400 MHz; DMSO-d6) §: 8,77 (1 H,

84 t, J = 6,4; 9-NH), 8,31 (2 H, d, J = 8,8;1,5-ArH),
22 8,08-7,97 (5 H, m, 13-NH e 2,4,20,23-ArH),

14 17 23 21| 7,90-7,81 (2 H, m, 21,22-ArH), 3,27 (2 H, quart,

s« 9 w0 1 Qe J = 6,8; 10-CH,), 2,96 (2 H, quart, J = 6,8; 12-

5 NSNS Ss Tro | CHp), 1,72 (2 H, quint, J = 6,8; 11-CHy); 13C

H " H O CF; |NMR (100 MHz; DMSO-d6) 6: 165,08 (C8),

,O,N"s 2 13 24 | 149,44 (C6), 142,46 (C3), 140,56 (C16), 139,96

(C21), 133,80 (C23), 133,28 (C19), 130,38
(C22), 129,12 (C2,4), 128,95 (C20), 123,99
(C1,5), 123,51 (C24), 41,18 (C10), 37,44 (C12),
29,82  (C11); ESI  calculado  para
C17H17F3N30552 [M+H]+, m/z 432,0836;
encontrado: 432,0839.

Nota: s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, da = dubleto aparente, dd = duplo dubleto,
t = tripleto, ta = tripleto aparente, quart = quarteto, quarta = quarteto aparente, quint =
quinteto, quinta = quinteto aparente, m = multipleto

4.3 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DE ATIVIDADE

4.3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
POR MEIO DO METODO MICROPLATE ALAMAR BLUE ASSAY (MABA) E NO
ESTADO DE LATENCIA POR MEIO DO METODO LOW OXYGEN RECOVERY
ASSAY (LORA)

Os resultados de CIM obtidos por meio dos métodos MABA e LORA, para 0s
compostos sintetizados neste trabalho, podem ser observados na Tabela XXXIIl. Com os
resultados obtidos para o método MABA é possivel verificar a atividade inibitoria dos
compostos frente as cepas H37Rv de M. tuberculosis, cepas essas sensiveis aos
quimioterapicos disponiveis para o tratamento da tuberculose. No caso dos resultados obtidos
para 0 método LORA, observa-se a atividade dos compostos, também, frente as cepas
sensiveis de M. tuberculosis, porém, nesse caso, as cepas se encontram em estado de laténcia,

ou seja, ndo replicantes.
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Tabela XXXIII: Concentracédo Inibitoria Minima (CIM) contra M. tuberculosis por meio dos
métodos Microplate Alamar Blue Assay (MABA) e Low Oxygen Recovery Assay (LORA)

Compostos CIM MABA CIM LORA
(LM) (UM)
8 > 600 > 200
63 56 > 200
66 > 600 > 200
67 383 > 200
68 > 600 > 200
79 540 > 200
80 284 > 200
81 > 600 > 200
82 302 > 200
83 44 > 200
84 108 > 200
Rifampicina 0,04 0,10
Isoniazida 0,41 298,39
Linezolida 1,07 7,05
Metronidazol - 285,69
Moxifloxacino 0,20 -

Verifica-se que sete compostos apresentaram atividade na casa de micromolar contra
as cepas sensiveis de M. tuberculosis no método MABA, estando essas atividades
compreendidas entre 44 e 540 micromolar. Vale ressaltar que, primeiramente, foram avaliadas
as atividades dos compostos 8, 63, 66, 67, 68, 79, 80, 81 e 82. Ap0s esta primeira etapada de
ensaios de atividade frentes as cepas de Mtb, identificou-se 0 composto 63 como mais ativo,
apresentando CIM de 56 uM. Sendo assim, buscando otimizar a atividade do referido
composto, realizou-se a estratégia de modificacdo da posicdo de grupos substituintes
(PATRICK, 2013), deslocando-se o grupo trifluormetil presente na posicdo meta no ligante
63 para as posi¢des para e orto nos ligantes 83 e 84, respectivamente. Apos a sintese dos dois
novos compostos planejados, avaliaram-se a atividade de ambos, verificando-se ambos 0s
compostos se mostraram ativos e que o composto 83 apresentou CIM de 44 uM. Sendo assim,
foi possivel otimizar a atividade do composto 63 frente as cepas sensiveis de Mtb, ja que se
obteve uma atividade aprimorada para o composto 83. Em seguida, avaliou-se a atividade dos
NOVOS COMpOStOS.

O presente trabalho, além de buscar a atividade contra as cepas de M. tuberculosis, o
planejamento utilizado enfoca o desenvolvimento dos primeiros inibidores da enzima
MtPPAT. Dessa forma, os resultados observados foram considerados promissores, ja que ao
se identificar os primeiros inibidores do alvo citado, esses poderiam ser otimizados a fim de

se aprimorar a atividade, tanto frente a enzima quanto frente as cepas de M. tuberculosis.
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Ao se correlacionar os resultados de atividade, do ensaio realizado com o método
MABA, com os resultados de céalculo de coeficiente de particdo (CLogP) obtidos (Tabela
XXX), observa-se que, de forma geral, 0os compostos que apresentaram maior atividade
possuem CLogP por vota de 2. Tal observacéo estd de acordo com a exigéncia da parede de
M. tuberculosis, que é de natureza lipofilica. Sabe-se, também, que compostos 0s quais
apresentam valores de LogP acima de 3 podem ficar retidos na parede celular do M.
tuberculosis. Dessa forma, poderia se esperar que o ligante 79 ndo apresentaria uma atividade

promissora, ja que apresentou CLogP de 3,25.

4.3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
CONTRA CEPAS DE M. tuberculosis H37Rv MONORRESISTENTES

Os ensaios de atividade contra cepas isogénicas monorresistentes H37Rv de M.
tuberculosis foram realizados para 0s compostos que apresentaram atividade inibitoria frente
as cepas sensiveis de M. tuberculosis para. Alguns dos compostos mostraram-se ativos contra
ambas as cepas avaliadas, cepas ATCC monorresistentes a rifampicina e a isoniazida (Tabela
XXXIV), estando essas atividades entre 49 e 196 uM. Sendo que, 0os compostos 63 e 83, 0s
mais ativos frente as cepas sensiveis, continuaram sendo 0s compostos mais ativos frente as
cepas monorresistentes. Vale ressaltar, que este resultado é de grande interesse, ja que o
presente trabalho, também, busca vencer a questdo da resisténcia do M. tuberculoses frente

aos quimioterapicos disponiveis atualmente para o tratamento da tuberculose.

Tabela XXXIV: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) contra cepas de M. tuberculosis
H37Rv monorresistentes

CIM - cepas CIM - cepas
Compostos monorresistentes a  monorresistentes a
rifampicina (uM) isoniazida (UM)
63 96 93
67 188 99
79 > 200 > 200
80 196 182
82 > 200 > 200
83 > 200 49
84 99 98
Rifampicina >1 0,01
Isoniazida 0,35 >5
Linezolida 0,45 0,94

Moxifloxacino 0,12 0,23
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4.3.3 ESPECTRO DE ATIVIDADE

Realizaram-se os referidos ensaios de inibicdo em cepas de E. coli, S aureus e C.
albicans a fim de se observar o espectro de acdo dos compostos frente a bactérias gram-
negativas (E. coli), gram-positivas (S. aureus) e fungos (C. albicans), buscando caracterizar o
perfil de atividade em relacdo a diferentes microorganismos.

Os antimicrobianos estdo associados a determinado espectro de atividade, que
identifica 0 numero de diferentes espécies de microorganismos que Sao sensiveis ao
composto. Os antimicrobianos de amplo espectro sdo aqueles ativos contra muitas espécies de
microorganismos, enquanto de baixo espectro sdo ativos em poucas espécies. Uma vez que 0s
compostos sintetizados neste estudo ndo mostraram atividade contra os trés microorganismos

testados, os resultados indicam que 0s compostos apresentam baixo espectro de acao.

4.3.4 DETERMINACAO DE CITOTOXICIDADE (Clso) EM CELULAS VERO

Realizaram-se ensaios de citotoxicidade em células VERO a fim de se verificar o
potencial citotéxico dos compostos que apresentaram atividade inibitoria frente as cepas de
M. tuberculosis. Os resultados de Clso em células VERO, sadias, podem ser observados na
Tabela XXXV. Verifica-se que, de forma geral, os compostos ndo apresentaram citotoxicidade

maior que rifampicina.

Tabela XXXV: Resultados de citotoxicidade (Clso) em células VERO dos compostos que se
mostraram ativos nas cepas de M. tuberculosis

Compostos Clso VERO (UM)
63 84,6
67 197,3
79 > 200
80 > 200
82 > 200
83 > 200
84 130,0

Rifampicina 101,5
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44 PRODUCAO E PURIFICACAO DA FOSFOPANTETEINA
ADENILILTRANSFERASE (PPAT)

A obtencdo da enzima MtPPAT é de grande importancia para o presente trabalho, pois
0 planejamento dos compostos baseou-se nesse alvo, qual mostrou-se novo e promissor para o
tratamento da TB. Dessa forma, a obtencéo de inibidores da MtPPAT é de grande relevancia.

A enzima MtPPAT foi produzida e purificada de acordo com os métodos reportados,
ndo sendo observadas dificuldades na aplicacdo dos métodos referidos. A purificacdo da
MtPPAT demanda grande nimero de etapas, ja que esta € uma enzima nativa, ou seja, ndo
possui, por exemplo, calda de histidina. Dessa forma, a purificacdo da enzima se torna muito
mais complexa, sendo necessario utilizar diversas colunas a fim de obté-la com pureza
adequada.

E possivel verificar no gel de poliacrilamida realizado que, apds o ultimo passo de
purificacdo, as enzimas isoladas encontram-se puras (Figura 18). Além disso, as massas
moleculares das enzimas isoladas estdo de acordo com o esperado, uma vez que a massa da
MtPPAT é de 19.304 Da.

20 ——

i 15
|
|

Figura 18: Gel de poliacrilamida realizado ap6§ a 'p?fikficagéo da enzima MtbPPAT. kDa —
kilodalton.

4.5 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA

Realizaram-se ensaios de inibicdo enziméatica frente & enzima fosfopanteteina
adenililtransferase de M. tuberculosis (MtPPAT) para todos os compostos sintetizados no
trabalho. As concentragdes de desfosfocoenzima A (dpCoA) (50 uM) e MtPPAT (100 nM)
proporcionaram bom perfil de atividade no controle positivo. Tal perfil confirma, também,

que a enzima desejada foi obtida.
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Conforme foi citado anteriormente, a fim de se calcular a Clso dos compostos frente a
enzima MtPPAT, calculou-se a porcentagem de inibicdo dos compostos frente & enzima
utilizando-se a inclinacdo da porcao linear da curva de atividade enzimatica na presenca dos
compostos, observada na equacdo da reta, com aquela do controle positivo (auséncia de
inibidor). Em seguida, determinou-se uma nova equacao da reta baseada nas porcentagens de
inibicdo obtidas para as diferentes concentracdes, 0 que permitiu a determinacdo da Clso.
Todas as equac6es utilizadas no calculo da porcentagem de inibicdo apresentaram coeficiente
de determinacdo (R?) maior que 0,99, demonstrando a confiabilidade dos resultados obtidos.

Os referidos resultados podem ser observados na Tabela XXXVI.

Tabela XXXVI: Resultados de inibicdo enzimatica frente a MtPPAT para 0s compostos
sintetizados no trabalho*

Compostos Clso (UM) MtPPAT
8 > 300
63 96,56 + 0,39
66 > 300
67 894,51 + 0,49
68 > 300
79 > 300
80 212,48 + 0,55
81 > 300
82 290,96 +2,01
83 92,45+ 0,97
84 149,09 + 1,42

*Determinacdo em triplicata

Verificou-se que, dos 11 compostos sintetizados, 6 se apresentaram ativos frente a
MtPPAT, inibindo-a. Sendo que, conforme pode ser observado, por exemplo, para o
composto 83 na Figura 19, todos os compostos apresentaram um perfil de dose dependéncia
na inibicdo da MtPPAT, ou seja, ao se elevar a concentracdo do composto eleva-se a sua

capacidade de inibigé&o.
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Figura 19: Perfil de atividade da enzima MtPPAT na presenca do composto 83 e na auséncia
de inibidores (controle positivo).

Verifica-se que os compostos 63 e 83, mais ativos frente as cepas sensiveis de Mtb,

também se mostraram mais ativos frente a MtPPAT (Tabela XXXVII). De forma geral, os

compostos que se mostraram ativos no ensaio de atividade frente as cepas sensiveis (H37Rv)
de M. tuberculosis (Mtb) (compostos: 63, 67, 79, 80, 82, 83 e 84) também inibiram a enzima.

Apenas 0 composto 79, o qual apresentou concentracdo inibitéria minima (CIM) de 540,36

UM frente as cepas sensiveis de Mtb, sendo o composto de menor atividade da série, ndo

inibiu a MtPPAT nas concentraces avaliadas. Todos 0s compostos que ndo se mostraram

ativos frente as cepas sensiveis de Mtb também ndo foram capazes de inibir a enzima nas

concentracdes avaliadas.

Tabela XXXVII: Comparacédo dos resultados de inibicdo enzimatica frente a
MtPPAT e de atividade frente as cepas sensiveis de Mtb para 0os compostos
sintetizados no trabalho

Compostos Clso MtPPAT CIM Mtb
P (LM) (H37RV) (UM)
o 0.0
8 Ho\iN ”/\/\H,S\©/CF3 > 300 S 600
H (o] O\\S/,O o
63 NN : 96,56 + 0,39 56
o o
O,N NO,
0 0,0
67 QA NN 894,51 + 0,49 383
o 0,0
o8 Q/m N >300 > 600
0N " i \©\C,
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Tabela XXXVII: Comparacao dos resultados de inibicdo enzimatica frente a
MtPPAT e de atividade frente as cepas sensiveis de Mtb para 0s compostos
sintetizados no trabalho

Compostos Clso MtPPAT CIM Mtb
(UM) (H37Rv) (UM)
o0 o0
79 FBC\©/S\H/\/\”/S\ i _CF3 > 300 540
80 XoiNmffs%jca 212,48 + 0,55 284
H H ’ - Y,
[¢] (0]
O,N
i 0L .
82 /@)LN/\/\N 3 290,96 12,01 302
HoN : . \©/
Q 00
8 T 92,45 0,97 44
O2N " " \©\0F3
0 o, 0 CFs3
84 149,00 + 1,42 108

Uma breve avaliacdo de Relacdo Estrutura Atividade (REA) dos compostos nos

permite observar que todos 0s compostos mais ativos, tanto frente 8 MtPPAT quanto frente as

cepas de Mth, apresentam substituintes elétron

retiradores nos anéis amidicos e

sulfonamidicos. Estes substituintes possuem carater lipofilico e polar. Dessa forma, as

referidas caracteristicas parecem ser relavantes para a atividade bioldgica e podem ser 0 ponto

de partida para o planejamento de compostos com atividade otimizada.

Por fim, pode se concluir que 6 dos compostos obtidos no trabalho atuam inibindo a

enzima MtPPAT, além de serem ativos frente as cepas de Mth. Dessa forma, estes sdo 0s

primeiros inibidores ja descritos para a PPAT de M. tuberculosis, o que valida a enzima como

alvo para a TB.
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5 CONCLUSOES

Os estudos de modelagem molecular permitiram a sele¢do dos compostos
potencialmente ativos, demonstrando que esses possivelmente interagiriam com o receptor de
forma semelhante ao substrato da enzima e que essa interacdo seria energeticamente
favoréavel, ja que poderiam deslocar o substrato da enzima do sitio ativo, inbindo-a.

Os compostos selecionados, bem como fragmentos desses, foram sintetizados,
purificados e caracterizados com sucesso. Valendo ressaltar, que sdo compostos ineditos e de
facil viabilidade sintética.

Observa-se que 0s ensaios microbiolégicos demonstraram que sete dos compostos
sintetizados apresentaram atividade, na faixa de micromolar, contra cepas sensiveis de M.
tuberculosis. Além disso, verificou-se que alguns dos compostos avaliados contra cepas
monorresistentes, apresentaram atividade contra as cepas ATCC monorresistentes a
rifampicina e a isoniazida, o que pode ser considerado relavante, j& que um dos objetivos do
presente trabalho seria vencer a questao da resisténcia verificada para a terapia atual da TB.

Também, verificou-se que 0s compostos ativos contras cepas sensiveis de M.
tuberculosis ndo apresentaram atividade frente as cepas ATCC de E. coli, S. aureus e C
albicans, o que demonstra que os referidos compostos ndo apresentam amplo espectro de
acdo. Com relacdo aos ensaios de citotoxicidade em células sadias (VERO) realizados para 0s
compostos que se demonstraram ativos contra M. tuberculosis, verificou-se que estes, de
forma geral, ndo apresentam citotoxicidade relevante.

A enzima fosfopanteteina adenililtransferase (PPAT) de M. tuberculosis foi obtida
adequadamente, o que possibilitou a realizacdo dos ensaios de inibi¢do enzimatica. Os ensaios
de inibicdo enzimatica frente 8 MtPPAT demonstraram que 0s compostos mais ativos frente
as cepas sensiveis de Mtb também se mostraram mais ativos frente a MtPPAT. De forma
geral, todos os compostos que se mostraram ativos no ensaio de atividade frente as cepas
sensiveis de Mth também inibiram a enzima. Além disso, verificou-se que 0s compostos
apresentaram perfil de dose dependéncia na inibicdo da MtPPAT.

Dessa forma, o presente trabalho apresenta os primeiros inibidores j& descritos para a

PPAT de M. tuberculosis, validando enzima como alvo para a TB.
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ANEXO | - ESPECTROS DE RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR
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Espectro de RMN *H do composto 8

22
23 21

14 17
>7 4 O 0 12 O, 16 SNCE
28 H H
HO%J\L;\N o 2 9 13 18
26 H 1
7

RMN 'H ((CD3),SO) 400 MHz, &
5:9,86 (1 H, s, 7-NH), 8,30 (1 H, t, J = 4,8 Hz, 9-NH), 8,10-8,03 (3 H, m,
19,21,23-ArH), 7,88-7,83 (2 H, m, 1,5-ArH), 7,78-7,72 (4 H, m, 13-NH e
2,4,22-ArH), 4,01 (1 H, s, 26-CH), 3,22 (2 H, quart, J = 5,6 Hz, 10-CH,),
2,81 (2 H, quart, J = 5,6 Hz, 12-CH,), 1,63 (2 H, quint, J = 5,6 Hz, 11-CH,)

| ﬂ\ ﬂf’ N||| ||ﬁ“”'| |N l\ |

LT AT . | i

fj \ {UJ 'J o | ( \ H ) ‘R |
SN AV RVAN

1
| A
T e T T T
[w] o 3 w wn wn —
[s] Q9 Mo =} mom e
— —A MMM (8] (] (] (]
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 1.5 7.0 0.5 0.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

55 50
f1 (ppm)

Nota:
s = singleto; t = tripleto; quart = quarteto; quint = quinteto; m = multipleto
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Espectro de RMN *C do composto 8

22
23 21

14 17

>7 4 O 0 12 O, 16 SNCE
28 H H
HO%\EN o 2 9 13 18
26 H 1
7

RMN *C ((CD3),S0) 100 MHz, &
5: 171,74 (C25), 166,22 (C8), 142,10 (C6), 141,49 (C16), 131,38 (C20),
131,05 (C23), 130,52 (C3), 130,19 (C22), 129,61 (C21), 128,51 (C24),
128,30 (C1,5), 123,45 (C19), 119,14 (C2,4), 62,40 (C26), 41,06 (C10),
37,12 (C12), 29,84 (C11)
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Espectro de RMN *H do composto 63

22

17 23 21
(0]
4 10 12 150\\16
5 .S 20 CF
3 8 N/\/\N N 19 324

H 11 H O
,0aN"s 2 9 13 18
1

RMN 'H (CD;OD) 300 MHz, 5
9:8,28 (2 H, d, J=8,70 Hz, 1,5-ArH), 8,11 (2 H, d, J = 6,45 Hz, 2,4-ArH),
7,97 (2 H, d, J = 8,01 Hz, 19,21-ArH), 7,92 (1 H, d, J = 8,01 Hz, 23-ArH),
7,77 (L H, t, J = 8,4 Hz, 22-ArH), 3,44 (2 H, t, J = 6,0 Hz, 10-CH,), 2,99 (2
H, t,J = 6,0 Hz, 12-CH,), 1,82 (2 H, quint, J = 6,0 Hz, 11-CH,)

o~NOOWwM—HOMNL [=2] [l s B B A=A O N Oy~
MAN=— oo aa M~ N ~ L e == i) 0 06 M~ M~
%wj\ T MM m Mo~ A A

T T T T T T T T T T T T T T
8.3 8.10 8.0 79 7.80 344 3.0 1.80
|‘ 1l | ! ‘
- \_A ‘| I ‘\ i
1
) /

e OGS e

™= MM [a) O <

comooC < < <

NN o~ o~ o~
105 100 95 90 85 80 725 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

f1 (ppm)

Nota:
d = dubleto; t = tripleto; quint = quinteto
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Espectro de RMN **C do composto 63

22

14 17 23 21
. 9 10 12 150\\16
5 NN S 20°CF
8 N \ 3
38N H Yy 1 24

,0aN"s 2 9 13 18
1

RMN C (CD;0D)) 75 MHz, &
5. 168,25 (C8), 151,04 (C6), 143,30 (C3), 141,33 (C16), 132,81 (C20),
132,37 (C23), 131,56 (C22), 130,24 (C21), 129,63 (C2,4), 126,70 (C24),
124,62 (C1,5), 123,09 (19), 41,76 (C10), 38,48 (C12), 30,51 (C11)
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f1 (ppm)
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Espectro de RMN *H do composto 66

10 17
o) 0
4 1 13 16 22
° 8 N7 N5 21
H 12 H 20
0,N76 2 9 14 18 NO,
7 1 19 23
RMN 'H ((CD3),SO) 300 MHz, &

58,82 (2 H, t,J =60 Hz, 9,14-NH), 831 (4 H, d, J = 9,0 Hz, 1,5,19,21-

ArH), 8,07 (4 H, d, J = 9,0 Hz, 2,4,18,22-ArH), 3,38 (4 H, quart, J = 6,0
Hz, 11,13-CH,), 1,85 (2 H, quint, J = 6,0 Hz,12-CH,)

TN MO W — M~y — O M~ 1N oM
WL MmMmMmMo o MM MM mn i O 0o o
o5 05 o6 G 065 0 e NN o
~ N e e el
T T T T —r T 1 T T T T T
8.84 8.32 8.10 340 3.35 3.30 190 1.85 1.80
|
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SR P e
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
Nota:

d = dubleto; t = tripleto; quart = quarteto; quint = quinteto
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Espectro de RMN **C do composto 66

10 17
o) o)
4 1 13 22
16
5 38 N/\/\N 15 21
H 12 H 20
0,N76 2 9 14 18 NO,
7 1 19 23

RMN *C ((CD3),50) 75 MHz, &

5. 164,58 (C8,15), 148,93 (C6,20), 140,19 (C3,16), 128,60 (C2,4,18,22),
123,45 (C1,5,19,21), 37,36 (C11, 13), 28,76 (C12)

—164.58

—148.93
—140.19
—128.60
—123.45
28.78

-39.53
~37.36

T T T
180 170 160

T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)
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Espectro de RMN *H do composto 67

O,N76 2 9 13
7 1

RMN 'H (CD;0D) 300 MHz, 5
9: 8,52 (2 H, d, J =9,0 Hz, 1,5-ArH), 8,20 (2 H, d, J = 9,0 Hz, 2,4-ArH),
8,11 (2 H, quart, J = 9,0 Hz, 18,22-ArH), 7,50 (2 H, t, J = 9,0 Hz, 19,21-
ArH), 3,65 (2 H, t, J = 6,0 Hz, 10-CH,), 3,17 (2 H, t, J = 6,0 Hz, 12-CH)),
2,01 (2 H, quint, J = 6,0 Hz, 11-CH,)
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NN I o o o
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10.5 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

Nota:
d = dubleto; t = tripleto; quart = quarteto; quint = quinteto
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Espectro de RMN **C do composto 67

RMN **C (CD;0D) 75 MHz, &
5. 168,25 (C8), 151,08 (C20), 141,36 (C6), 138,05 (C3), 130,87 (C16),
129,63 (C2,4), 124,62 (C18,22), 117,37 (C1,5), 117,07 (C19,21), 41,68
(C12), 38,48 (C10) 30,41 (C11)
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Espectro de RMN *H do composto 68

22

24
14 7 23 _~2LCl
O
4 10 12 Q18 20
5 S

8 N/\/\N/ W15 19
H 11 H

0,N76 2 9 13 18

7 1

RMN 'H ((CD;),CO) 300 MHz, &
9:8,31(2H,d,J=9,0Hz 15-ArH), 8,21 (1 H, sl, 9-NH), 8,10 2 H, d, J =
12 Hz, 19,23-ArH), 7,88 (2 H, quart, J = 12,0 Hz, 20,22-ArH), 7,61 (2 H, d,
J =9,0 Hz, 2,4-ArH), 6,80 (1 H, sl, 13-NH), 3,50 (2 H, quart, J = 6,0 Hz,
10-CH,), 1,83 (2 H, quint, J = 6,0 Hz, 11-CH,), 0,89 (2 H, sa, 12-CH,)
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PR A R e
|

T T T T T
8.12 7.89 7.62 3.50 1.85 0.92
o [ | il L i |
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NS AN o o o o
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100 95 90 85 8.0 7.5 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

Nota:
sl = singletolargo; d = dubleto; quart = quarteto; quint = quinteto

! (o= A0
L/Z/(;ﬂ'//(/ ({)(///rﬁ//(v e(/f//////



o TaY =l i

oo

Xl

Espectro de RMN **C do composto 68

22

2
14 7 23 _~2LCl
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4 10 12 Q18 20

° 38 N/\/\N/S\\15 19
H 1 H O
O,N"6 2 9 13
7 1

4

18

RMN **C ((CD5),CO) 75 MHz, &
5. 165,34 (C8), 149,56 (C6), 140,34 (16), 139,74 (C3), 137,88 (C21),
129,21 (C2,4), 128,69 (C20,22), 128,51 (C19,23), 123,42 (C1,5), 40,48
(C10,12), 36,88 (C11)
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Espectro de RMN *H do composto 79

21 14
22 20 18 9 15 13
Ll )
,sF3C 171//S\N/\/\N,S\\ o 12°CF3
190 H 4 H 010
2 6

RMN 'H ((CD3),S0O) 300 MHz, &
J: 8,04-8,08 (6 H, m, 2,6-NH e 11,14,21,24-ArH), 7,85 (4 H, dd, J = 8,4; 5,7

Hz, 13,15,20,22-ArH), 2,77 (4 H, quart, J = 6,9 Hz, 3,5-CH,), 1,85 (2 H,
quint, J =6,9 Hz, 4-CH,)
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f1 (ppm)

Nota:

dd = duplo dubleto; quart = quarteto; quint = quinteto; m = multipleto

-i],/(;////(/ %k///(///ﬂ e,/(?/}////



XV

Espectro de RMN **C do composto 79

21 14

22 20 18 9 15 13
2 @]
3 73 5 9\\ 8
F3C SN S 12 CF,
/ 1 16

25 24 N NS
O ” 4 H o
19 2 6 10

RMN *C ((CD3),S0) 100 MHz, &
9. 142,08 (C8,17), 131,36 (C12,23), 131,00 (C15,20), 130,53 (C14,21),
130,21 (C13,22), 129,66 (C16,25) 123,41 (C11,24) 40,50 (C3,5), 29,86
(C4)
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Espectro de RMN *H do composto 80

14

RMN 'H (CDCls) 300 MHz, &
5. 8,08-8,16 (2 H, m, 11,13-ArH), 7,83 (1 H, da,15-ArH), 2,77 (1 H, da, 14-
Ar), 6,01 (1 H, s, 6-NH), 4,67 (1L H, s, 2-NH), 3,23 (2 H, ta, 5-CH,), 3,04 (2
H, ta, 3-CH,), 1,61-1,67 (3 H, m, 4-CH.), 1,39 (9 H, s, 20,21,22-CH)
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‘—"—jQ&C{]%KD a 0 It OO 0w oM
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8.2 8.1 7.92 7.74 3.3 3.1 1.8
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[ e es] 0] M~ wo— ()]
o oo © R oo ™o
— OO (=] (=] [t} (Lo
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

Nota:
s = singleto, da = dubleto aparente, ta = tripleto aparente, m = multipleto
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Espectro de RMN “*C do composto 80

14
21 222)8 °o ™ 13
MAAAK
20 10 NN TR CR
7 H 4 H O
> s 10

RMN *C ((CD3),S0) 100 MHz, &
o: 156,15 (C1), 142,08 (C12), 131,36 (C8), 131,00 (C15), 130,53 (C14),
130,21 (C13), 129,66 (C16), 123,41 (C11), 77,97 (C19), 38,17 (C5), 37,72
(C3), 29,85 (C4), 28,72 (C20,21,22)
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Espectro de RMN *H do composto 81

10 1 ! 15
(0]
>< 202 i 14
o7 8 0 1N T N3 19
6 H 4 H 18
2 12 16 N02

RMN *'H ((CD3),SO) 300 MHz, &
5:8,75 (1 H,t,J=51;12-NH), 8,31 (2 H, d, J = 8,7; 17,19-ArH), 8,5 (2 H,
d, J = 8,7 Hz, 16,20-Ar), 6,79 (1 H, sl, 2-NH), 3,29 (2 H, quarta, 5-CH,),
2,99 (2 H, quarta, 3-CH,), 1,66 (2 H, quint, J = 6,9; 4-CH,), 1,38 (9 H, s,

9,10,11-CH,)
RERARSS 2 nednag8e R38TTA
TEHRP PP ¢ mudeeooe  dgirgs
I
i | ”
N l“‘ "\ | U' a il
L) LR
/ L L'J _ v _\ J‘ . "
8.80 3.30 3.0 1.71 1.62

T Sl

|
i T alae
(o)) M M~ (L2 ~ QO
a o o @ o Q o Q
o [V ] o [V o'} —
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

Nota:
s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, t = tripleto, quarta = quarteto aparente, quint =
quinteto
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Espectro de RMN **C do composto 81

0o 15
O o)
>< o202 14 s
o7 8 0 1T N7 TN 19
6 H 4 H 18

RMN *C ((CD3),S0) 100 MHz, &
5. 164,98 (C13), 156,15 (C1), 149,41 (C18), 140,57 (C14), 129,11
(C16,20), 123,98 (C17,19), 77,97 (C8), 38,17 (C5), 37,72 (C3), 29,85 (C4),
28,72 (C9,10,11)

16498
—156.15
—149.41
—140.57
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—123.98
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e ey g
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eeerrenranabonhl ' N
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Espectro de RMN *H do composto 82

RMN 'H ((CD3),SO) 400 MHz, &
J: 8,03-8,10 (3 H, m, 9-NH e 19,21-ArH), 7,94 (1 H, ta, 13-NH), 7,86-7,83
(2 H, m, 22,23-ArH), 7,50 (2 H, d, J = 8,0; 2,4-ArH), 6,51(2 H, d, J = 8,0;
5,1-ArH), 5,57 (2 H, s, 7-NH,), 3,17 (2 H, quarta, 10-CH,), 2,79 (2 H,
guarta, 12-CHy), 1,60 (2 H, quinta, 11-CHy,)

O wWwm ~ O g Ghoowwn 40 M~ Mmed oo~
=50 oRdRBLBR TN i AEELE@RR 0odhi
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Mo oM < < C)
cocag = = . & S
[ I SV ] (&1 (&1 N ™ (&1
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0

~ f1 (pom)

Nota:
s = singleto, d = dubleto, ta = tripleto aparente, quarta = quarteto aparente, quinta = quinteto

aparente, m = multipleto
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Espectro de RMN **C do composto 82

RMN C ((CD3),S0) 100 MHz, &
J: 177,82 (C8), 166,80 (C6), 152,01 (C16), 142,11 (C20,23), 131,36 (C22),
131,05 (C21), 129,66 (C3), 129,08 (C2,4), 123,41 (C24), 121,60 (C19),
112,95 (C1,5), 41,10 (C10), 36,88 (C12), 30,04 (C11)
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Espectro de RMN *H do composto 83
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RMN *'H ((CD3),SO) 400 MHz, &

5:8,75 (L H, 1, J = 6,5; 9-NH), 8,31 (2 H, d, J = 9,2,1,5-ArH), 8,03-7,96 (6
H, m, 2,4,19,20,22,23-ArH), 7,92 (1 H, t, J = 6,5; 13-NH), 3,27 (2 H, quart,
J=6,8; 10-CH,), 2,85 (2 H, quart, J = 6,8; 12-CH,), 1,68 (2 H, quint, J =

6,8; 11-CH,)
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Nota:
d = dubleto, t = tripleto, quart = quarteto, quint = quinteto, m = multipleto
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Espectro de RMN **C do composto 83
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RMN *C ((CD3),S0) 100 MHz, &
J: 165,05 (C8), 149,42 (C6), 144,79 (C16), 140,53 (C3), 129,10 (C2,4),
127,93 (C19,23), 126,98 (C20,22), 126,95 (C21), 124,09 (C1,5), 123,97
(C24), 40,99 (C10), 37,44 (C12), 29,53 (C11)
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Espectro de RMN *H do composto 84

22
14 7 23 1
T Q18 20

5 5 8 N/\/\N/S\\15 19

H " H O CF,

702N 6 : 2 9 13 18 24

RMN 'H ((CD3),SO) 400 MHz, &
5:8,77 (1 H,t,J=6,4; 9-NH), 8,31 (2 H, d, J = 8,8;1,5-ArH), 8,08-7,97 (5
H, m, 13-NH e 2,4,20,23-ArH), 7,90-7,81 (2 H, m, 21,22-ArH), 3,27 (2 H,
quart, J = 6,8; 10-CHy), 2,96 (2 H, quart, J = 6,8; 12-CH,), 1,72 (2 H, quint,

J=6,8; 11-CH,)
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Nota:
d = dubleto, t = tripleto, quart = quarteto, quint = quinteto, m = multipleto
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Espectro de RMN “*C do composto 84

22
14 7 23 1
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5 5 8 N/\/\N/S\\15 19

H " H O CF,

702N 6 : 2 9 13 18 24

RMN C ((CD3),S0) 100 MHz, &
9. 165,08 (C8), 149,44 (C6), 142,46 (C3), 140,56 (C16), 139,96 (C21),
133,80 (C23), 133,28 (C19), 130,38 (C22), 129,12 (C2,4), 128,95 (C20),
123,99 (C1,5), 123,51 (C24), 41,18 (C10), 37,44 (C12), 29,82 (C11)
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ANEXO Il - ESPECTROS DE MASSAS
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Espectro de massas do composto 8 - Positivo

F. Time:6. 600{Scans: 1981}
MassPesks:1336  BasePask-460(4178863)

R.Time:6.600(Scan#:1981)

MassPeaks: 1336  BasePeak:460(4178865)
Spectrum Mode: Averaged 6.593-6.607(1979-1983)
BGMode:Cale Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 8 — Negativo

R.Time:6.602(Scan#:1982)

MassPeaks: 1272  BasePeak:458(5019028)
Spectrum Mode: Averaged 6.596-6.609(1980-1984)

BG Mode:Cale Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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Espectro de massas do composto 63 — Positivo

R.Time:7.540(Scan#:2263)

MassPeaks: 1159 BasePeak:432(1771160)
Spectrum Mode: Averaged 7.533-7.547(2261-2265)
BG Mode:Cale Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 63 — Negativo

R.Time:7.542(Scan#:2264)

MassPeaks: 987 BasePeak:430(4053947)

Spectrum Mode: Averaged 7.536-7.549(2262-2266)
BGMode:Cale Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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Espectro de massas do composto 66 — Positivo

R.Time:7.053(Scan=:2117)

MassPeaks: 1423 BasePeak:373(5279993)

Spectrum Mode:Single 7.053(2117)

BG Mode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 66 — Negativo

R.Time:7.056(Scan#:2118)

MassPeaks: 1573 BasePeak:371(7709067)

Spectriun Mode:Single 7.056(2118)

BGMode:None Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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Espectro de massas do composto 67 — Positivo

R Time:6.953(Scan#:2087)

MassPeaks: 1148 BasePeak:382(3483461)
Spectrum Mode: Averaged 6.947-6.960(2085-2089)
BG Mode:Cale  Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 67 — Negativo

R Time:6.956(Scan#:2088)

MassPeaks: 1193 BasePeak:380(4444322

Spectrum Mode: Averaged 6.949-6.962(2086-2090)

BG Mode:Cale Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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Espectro de massas do composto 68 — Positivo

R Time:7.433(Scan#:2231)

MassPeaks: 1030 BasePeak:398(183895)
Spectrum Mode: Averaged 7.427-7.440(2229-2233)
BG Mode:Cale Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 68 — Negativo

R.Time:7.436(Scan#:2232)

MassPeaks: 1063 BasePeak:396(306003)

Spectrum Mode: Averaged 7.429-7.442(2230-2234)

BG Mode:Cale Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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R.Time:7.887(Scan#:2367)

MassPeaks: 1676  BasePeak:491(13600283)
Spectrum Mode:Single 7.887(2367)

BG Mode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1

Espectro de massas do composto 79 — Positivo
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Espectro de massas do composto 79 — Negativo

R.Time:7.889(Scan#:2368)

MassPeaks: 1696 BasePeak:489(15557173)

Spectrum Mode:Single 7.889(2368)

BG Mode:None Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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R.Time:7.720(Scan#=:2317)

MassPeaks:1579 BascPeak:347(22186368)

Spectrum Mode:Single 7.720(2317)

BGMode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1

Espectro de massas do composto 80 — Positivo
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R.Time:7.720(Scan#=:2317)

MassPeaks:1579 BascPeak:347(22186368)

Spectrum Mode:Single 7.720(2317)

BGMode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1

Espectro de massas do composto 80 — Negativo
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Espectro de massas do composto 81 — Positivo

R Time:7.260(Scan#:2179)

MassPeaks: 1756 BasePeak: 324(19066428)
Spectrum Mode:Single 7.260(2179)

BGMode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 81 — Negativo

R Time:7.262(Scan#:2180)

MassPeaks:1625  BasePeak:322(6124047)

Spectrum Mode:Single 7.262(2180)

BGMode:None Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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Espectro de massas do composto 82 — Positivo

R Time:6.520(Scan#:1957)

MassPeaks: 1187 BasePealk:402(4795393)

Spectrum Mode: Averaged 6.513-6.527(1955-1959)
BGMode:Cale Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 82 — Negativo

R Time:6.522(Scan#:1958)

MassPeaks:935 BasePeak:400(2289928)

Spectrum Mode: Averaged 6.516-6.529(1956-1960)

BG Mode:Cale Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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Espectro de massas do composto 83 — Positivo

R Time:7.620(Scan#=:2287)

MassPeaks:1561 BasePeak:432(13088426)
Spectrum Mode:Single 7.620(2287)

BG Mode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1
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Espectro de massas do composto 83 — Negativo

R.Time:7.622(Scan#:2288)

MassPeaks: 1657 BasePeak:430(12746052)
Spectrum Mode:Single 7.622(2288)

BG Mode:None Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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R Time:7.227(Scan#:2169)

MassPeaks:1403

Spectrum Mode:Single 7.227(2169)

BG Mode:None Polarity:Positive Segment 1 - Event 1

BasePeak:432(19232294)

Espectro de massas do composto 84 — Positivo
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Espectro de massas do composto 84 — Negativo

R.Time:7.229(Scan#:2170)

MassPeaks:1548 BasePeak:430(12038885)
Speetrum Mode:Single 7.229(2170)

BGMode:None Polarity:Negative Segment 1 - Event 2
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ANEXO |11 - FICHA DO ALUNO
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ANEXO IV — CURRICULO LATTES DO ALUNO
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