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Titulo: Sintese e atividade antimicobacteriana de derivados graxos da
isoniazida

Autor: Marieli Oliveira Rodrigues
Orientador: Marcelo Gongalves Montes D’Oca

Resumo

Neste trabalho é descrita a sintese de hidrazidas graxas derivadas da
isoniazida e de 4&cidos graxos saturados, insaturados, poli-insaturados e
hidroxilados, os quais posteriormente tiveram sua atividade antimicobacteriana in
vitro avaliada frente as cepas do Micobacterium tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294),
M. tuberculosis resistentes a isoniazida (INHr, ATCC 35822) e M. tuberculosis (INHr,
1896HF), e M. tuberculosis resistente a rifampicina (RIFr, ATCC 35338).

A sintese dos compostos 3a-g, derivados dos &cidos graxos C16:0, 18:0, cis-
18:1, trans-18:1, 18:1(OH), 18:2, e 18:3, respectivamente, foi realizada na presenca
de (COCI),, DMAP e isoniazida, e os rendimentos variaram entre 60—90%. A maioria
dos compostos testados demonstrou atividade mais potente que a isoniazida contra
todas as cepas de M. tuberculosis estudadas, com valores de CIM entre 0,0019-50
Hg.mL™. No estudo de relagdo estrutura vs. atividade, para a cepa resistente a
isoniazida, o aumento da cadeia graxa e do niamero de insaturacfes provocou uma
perda na poténcia dos derivados testados. Para as demais cepas testadas, 0s
valores de CIM parecem ser dependentes da cepa em estudo, ndo sendo
evidenciada uma relacdo estrutura vs. atividade sistematica com relacdo ao arranjo
estrutural da cadeia graxa. Entre os compostos testados, o derivado do acido
palmitico 3a parece representar um prototipo promissor para o desenvolvimento de
farmacos antituberculose, tendo apresentado valores de CIM entre 0,003-0,125
pg.mL™.
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Abstract

This study describes the synthesis of fatty hidrazides derivatives from the
reaction of isoniazid with saturated, unsaturated, polyunsaturated, and hydroxylated
free fatty acids. The in vitro antimycobacterial activity of these compounds was
evaluated against Mycobacterium tuberculosis H3;Rv (ATCC 27294) strains, M.
tuberculosis isoniazide resistant strains (INHr, ATCC 35822) and M. tuberculosis
(INHr, 1896HF), and M. tuberculosis rifampicin resistant strain (RIFr, ATCC 35338).

The compounds 3a-g, from C16:0, 18:0, cis-18:1, trans-18:1, 18:1(OH), 18:2,
and 18:3, respectively, were prepared in the presence of (COCI),, DMAP and
isoniazid, with yields between 60-90%. Most of the compounds showed potent
activity against all the studied M. tuberculosis strains, with MIC values ranging
0,0019-50 pg.mL™. The structure-activity relationship for the isoniazide resistant
strain suggested that the increase in the fatty chain and the number of unsaturations
decrease the activity. For the others tested strains, MIC values seemed to depend
on the strain studied, without a systematic structure-activity relationship to the fatty
chain structural arrangement. Among the tested compounds, the compound 3a,
derived from palmytic acid seems to represent a promissory prototype to the

antitubercular drugs development, with MIC values between 0,003-0,125 ug.mL™.
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Lista de abreviaturas

ACP - (do inglés, acyl carrier protein)

AIDS- Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés, Acquired
Immunodeficiency Syndrome)

CCD - cromatografia de camada delgada
CIM = Concentracao Inibitéria Minima

DCC - N,N-dicicloexilcarbodiimida

DCU - dicicloexiluréia

DIC - diisopropilcarbodiimida

DMAP - N,N-dimetilaminopiridina

EDC - 1-etil-3-(3’-dimetilamino) carbodiimida
EFR — extensivamente resistente a farmacos
EMB — Etambutol

FAMEs - (do inglés, fatty acid methyl esters)
FAS Il — Fatty Acids Synthase do tipo Il

HIV — (do inglés, Human Immunodeficiency Virus)
HOBt — hidréxibenzotriazol

INH — Isoniazida

InhA - proteina alfa- inibina

INH-C9 — 1-isonicotinil-2-nonanoil hidrazina
IV — espectroscopia de infravermelho

MFR — multi-farmaco resistente

NAD - nicotinamida adenina dinucleotida
PFP — pentafluorfenol

PNP — p-nitrofenol

PZA - Pirazinamida



RIF — Rifampicina
RMN — ressonancia magnética nuclear
TB — tuberculose

TPP - trifenilfosfina



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Derivados graxos da isoniazida...........cccccuevvvvvvvniiiiiieeneeeeeeeee,
Esquema 2. Reacdo de amindlise de cloreto de acila .................cccvvvvvnnee.
Esquema 3. Formacao de cloreto de acila utilizando cloreto de tionila ou
ClOreto de OXalila.........ooeeieeiiiiiiee e s
Esquema 4. Ativacdo do cloreto de oxalila com DMF, ciclo catalitico............
Esquema 5. Sintese dos derivados N-acilados da izoniazida. ......................
Esquema 6. Conversédo em cloreto de acido, utillizando (COCI),, seguido de
AMINOLISE. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s e e e e a e nnnee
Esquema 7. Formacgéo de cloreto de acila utilizando TPP e tetracloreto de
(o= 14 oT0] o o T PP PP
Esgquema 8. Formacéo de fluoreto de acila utilizando fluoreto ciandrico......
Esquema 9. Sintese de amidas graxas via fluoreto de acila utilizando
(0 1= o) o L 11 o T PSR
Esquema 10. Sintese de amidas in situ utilizando carbodiimidazol..............

Esquema 11. Formacao de anidrido e acoplamento consecutivo com uma

Esquema 12. Formacédo de amida in situ utilizando carbodiimida. ................
Esquema 13. Uso de HOBt a fim de minimizar a formac&do da N-aciluréia
N0 FEALIVAL ... .uttttetiiieeiie e et e e e e e e e e e ettt e e et e e e e e e e e e e e aseeaeeeaeaaaeaannssereneeeees
Esqguema 14. Reacdo de acoplamento de &acidos carboxilicos com
isoniazida utilizando EDC. ...

Esquema 15. Sintese da N-benzil-15-Z-tetracosenamida utilizando DCC e

Esqguema 16. Sintese de amidas graxas. .........ccceeeeeeeeiieeeeiiiiiceiie e
Esquema 17. Alcoodis utilizados no acoplamento de aminas. ..........ccccceeeeee..
Esquema 18. Acoplamento in situ utilizando reagente de Mukaiyama. .......
Esquema 19. Hidrdlise do Ricinoleato de metila.............cccoeeeeeeiiiiiiiinnnnnn.,
Esguema 20. Sintese dos derivados graxos da isoniazida 3a-c, 3e..............

Esquema 21. Reacao de acoplamento utilizando DCC. .............ccccevvvvvnennne

15

15

16
16

17

17

18

18

19

19

20

21

21

22

23
23
24
27
27
29



Xl

Esquema 22. Adicdo de DMAP para desfavorecer o produto de rearranjo
INEFAMOIECUIAN ... et e e e e e e e e e e e e eeeees
Esquema 23. Sintese dos derivados graxos da isoniazida 3a-g. ................. 31
Esgquema 24. Mecanismo proposto para a formacéo dos produtos 3a-g pelo
MELOAO B ———————

Esquema 25. OXi-reduGaodare€SarZuriNg.........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveiiinennninnnns
41



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Farmacos utilizados no padrdo quimioterapico da
TUDEICUIOSE. ...ttt

Figura 2. Mecanismo de acao da INH no M. tuberculosis........................
Figura 3. 1-isonicotinil-2-nonanoil hidrazina................ccocciiiiiiiiiiieee
Figura 4. Ricinoleilpirrolidilamida............ccccuuviiiiiiiiiii e
Figura 5. (Z)-N’-octadec-7-enoilisonicotinoidrazida...........ccccccceeeeeiiiinnnnee
Figura 6. Derivados N-acilados da isoniazida................ceeeeeeieeeeeeiiiiiiiciinnns
Figura 7. Série de derivados lipofilicos da isoniazida.................ccccevvvvennnnns
Figura 8. Derivados da iISONIAZIda..............uuuuuriiiimiiiiiiiiieeeeeee e
Figura 9. Sulfonamidas derivados da isoniazida................ccccccvvvvvvnnnnen.
Figura 10. Bases Schiff derivadas da isoniazida............c.cccceeeeeeveeeninnnnnnne,
Figura 11. Derivados graxos da isoniazida .............cccceevvvveeiviiiniiiiin e,
Figura 12. Espectro de IV da N*- estearilisonicotinoidrazida....................

Figura 13. Espectro de IV da (6Z,9Z)-N'-octadeca-6,9-
dienoilisoNiCOtiNOIArAZIOA. ...........uurrreriiieiee e

Figura 14. Espectro de RMN *H (300 MHz) da N'-
hexadecaisonicotinoidrazida.............coovviiiiiiiiiiiier e

Figura 15. Espectro de RMN 13C (75 MHz) da N'-
hexadecaisonicotinoidrazida. .............ooeeviiiiiiiiiiei e

Figura 16. Espectro de 'H (300 MHz) da (2)-N'-octadeca-9-
enoilisonicotiNOIdrazida. .........cocoevvviiiiiii e

Figura 17. Espectro de C (75 MHz) da (2)-N'-octadeca-9-
ENOIlISONICOLINOIAIAZIAA. . ... eeeee e e e e aaa

13
14
26

35

36

37

38

40

41

Xl



Xl

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Nomenclatura dos derivados graxos da isoniazida..................... 25
Tabela 2. Rendimentos e pontos de fusdo dos produtos 3a-c-e obtidos a
partir do método A

Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusdo dos produtos 3a-g obtidos a
partir do método B

Tabela 4. Atividade in vitro dOS COMPOSLOS 3@-F......uuvvrrrrrrrrrriiiiieeeeeiiniinenns 42



XV

INDICE

L. INTRODUGAD ...ttt ettt ettt e ettt e e e e et e et e e st et e eaesteereesaestesreseeaaeas 1
2. OBUIETIVOS . ettt e et e et a et e et a e e e ar s 7
2.1 ODJEtiVO GEral.....cccoiiiiiiiiie e 7
2.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS . ....ueeiiiiieiiiiitte ettt e e e e e e e e as 7
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt ettt re s 9
3.1 Modifica¢ao estrutural do fAarmaco ISONIAZIAA ...........ceeiiiiiiiiiiiiiiii e 9
3.2 A N- acilag8o de COMPOSLOS OFJANICOS .....cevvveiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeieeeeeee et eeeeeeeeeeeer e 14
4, RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt anens 25
4.1 Nomenclatura dos compostos SINtEtIZATOS ............ouvviiiiiiii e e 25
4.2 SiNteSE A0S AEIVAUOS B-0 ..eeeiieiiiiiiiiiiiiieee e ettt e e e e e st e e e e e s aibb b e e e e e e e e e e s anneeeees 26
v W T (=T 011} {Tot=Tox= To e (o Koo ] 1 0] o0 ] (o 1 F PP 35
4.3 Avaliagdo da atividade DIOIOGICA ..........uueiiiiiiiiiiiiiiiiice e 41
5. CONCLUSOES. ...ttt 45
6. PARTE EXPERIMENTAL .ottt et e et e e et e e eaeans 46
6.1 Materiais, MEtod0OS € EQUIPAMENTOS ......c.ceiiiiiiiiiiiiiie e e e ettt e et e e e e 46
6.1.2 Sintese do &CIdO MCINOIBICO ..........uuuiiiiiieiiiiiee e 46
6.2 Procedimento geral para a sintese dos derivados 3a-c-e (Metodo A).........ccccceevvviunnnee. 47
6.3 Procedimento geral para a sintese dos derivados 3 a-g (Método B).............covvveeeneein. 47

T ANEXO S . e 51



1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca negligenciada - uma das doencas tropicais
endémicas entre as populacdes pobres - de origem bacteriana, apresenta altos
indices de morbidade e mortalidade, sendo mais prevalente hoje no mundo do que
em qualquer outra época.! Agravada pela disseminacdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human immunodeficiency virus), a doenca
€ a terceira causa de morte em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS, do inglés acquired immunodeficiency syndrome), sendo que uma a
cada quatro mortes ocorre em pacientes HIV positivos.? Estima-se que, atualmente,
um terco da populacdo mundial esteja infectado pelo agente etioldégico causador da
TB e que mais de 5000 pessoas morram diariamente em funcdo da doenca e de
suas complicacdes.®

No Brasil foram notificados cerca de 70 mil casos em 2010, com uma
estimativa de 4,6 mil mortes por ano. O pais € o 17° entre os 22 paises com maior
namero de casos e o 108° em taxa de incidéncia, prevaléncia e mortalidade. O
Estado do Rio Grande do Sul € um dos estados com maior incidéncia da doenca no
Brasil, com mais de 40 casos a cada 100 mil habitantes.*

O padrao quimioterapico mais comum e recomendado para o tratamento da
TB consiste de uma fase inicial de dois meses de tratamento com isoniazida (INH),
rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA), e etambutol (EMB) seguido pela continuacao
da fase de tratamento pelo periodo de quatro meses com INH e RIF (Figura 1).°

O principal agente patologico da TB, Mycobacterium tuberculosis, é a causa
predominante da doenca que afeta principalmente os pulmdes, causando infeccao
crénica com risco de vida.® A parede celular do M. tuberculosis é constituida de
acidos micolicos, que apresentam longas cadeias de acidos graxos. A inibicdo da

sintese destes acidos micolicos constitui 0 mecanismo de acdo de um dos farmacos

'World Health Organization. Global tuberculosis control 2011. Disponivel em:
http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/index.html, Acesso em: 11 jan. 2012.
% World Health Organization. The global plan to stop TB 2011-2015: Transforming the fight towards elimination of
tuberculosis. Disponivel em: http://www.stoptb.org/assets/documents/global/plan/TB_GlobalPlanToStopTB2011-
2015.pdf, Acesso em: 13 jan. 2012.

Koul, A.; Arnoult, A.; Lounis, N.; Guillemont, J.; Andries, K. Nature 2011, 469, 483-490.
* Ministério da Satde. Programa Nacional de Controle da Tuberculose. Disponivel em:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/2ap padrao tb 20 10 11.pdf Acesso em : 7 fev. 2012.
° Kaneko,T.; Cooper, C.; Mdluli, K. Future Med. Chem. 2011, 3,11, 1373.
6 Kozikowski, A.; Lilienkampf, A.; Pieroni, M.; Wan, B.; Wang, Y.; Franzblau, S. J. Med. Chem. 2010, 53, 678.
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http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/2ap_padrao_tb_20_10_11.pdf

de primeira linha usado no tratamento da TB, a INH (Figura 1), a qual é uma
hidrazida (piridina-4-carboidrazida) derivada do acido isonicotinico. °

H
(@) N
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Isoniazida
Rifampicina
(@) ~
N B H
| ~ NH; HOV.\N/\/NV\OH
= H 5
~
Pirazinamida Etambutol

Figura 1. Farmacos de primeira escolha utilizados no padréo quimioterapico da TB.

O mecanismo de acdo se d& pela ativacdo da INH pela enzima KatG para
formar o aduto INH-NAD que por sua vez inibe a InhA, responséavel pela producéo
da enzima Fatty Acids Synthase do tipo Il (FASII), que sintetiza os acidos micdélicos,
componentes essenciais da parede micobacteriana, levando a morte das células
(Figura 2).’

A INH apresenta atividade excelente contra as espécies do complexo M.
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG e M. africanium),® com
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 0,05 ug.mL™.° A entrada do farmaco pela
parede celular micobacteriana ocorre através de difusdo passiva, matando apenas
bactérias em fase de divisdo, ndo sendo observada a morte em micobactérias em

fase estacionaria ou sob condigcbes anaerdbicas. A acdo da isoniazida €

" Vilchéze, C.; Jacobs Jr, W.R. Annu. Rev. Microbiol. 2007, 61, 35-50.
8 Heym, B.; Saint-Joanis, B.; Cole, S. T. Tubercle Lung Dis, 1999, 79, 267.
o Pansy, F.; Stander, H.; Donovick, R. Am. Rev. Tuberc Pulm. 1952, 65,761.



bacteriostatica para as primeiras 24 horas de tratamento contra o M. tuberculosis, e,

apos este periodo, a acdo é bactericida.™
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Figura 2. Mecanismo de a¢&o da INH no M. tuberculosis (Vilchéze et al, 2007).

Os farmacos sao mais efetivos contra o M. tuberculosis em fase de
crescimento, pois esses organismos apresentam um fenétipo de resisténcia aos
farmacos que nado estd associada com mudancas genéticas, mas com seu estado
metabdlico existente.'*

A baixa adesdo ao tratamento quimioterdpico tem contribuido para a
emergéncia de cepas com resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da TB,
pois a eliminacdo completa do agente patogénico causador da doenca requer um
periodo de tratamento extensivamente dificil. O tratamento longo, complexo e
extenso, efeitos colaterais, somados a fatores socioecondmicos e a tendéncia dos

pacientes de sentirem uma melhoria antes de completarem com seguranga 0 Curso

10 Bardou, F.; Raynaud, C.; Ramos, C.; Laneelle, M. A.; Laneelle, G. Microbiology 1998, 144 ,2539.
' Coxon, G. D.; Lynn G. D. J. Med. Chem. 2011, 54, 6157.



prescrito, promovem a falta de adeséo ao tratamento e aumentam o risco de selegao
de cepas resistentes.*?

As cepas do M. tuberculosis resistentes a no minimo INH e RIF sédo
chamadas de multi-farmaco resistente (MFR). Estas tendem a apresentar mais
efeitos colaterais e possuem um perfil de atividade limitado frente aos farmacos de
primeira linha. Nos ultimos 5 anos, foram descobertas cepas do M. tuberculosis
resistentes a INH, RIF, fluorquinolonas e agentes injetaveis de segunda linha, que
sdo chamadas de extensivamente resistente a farmacos (ERF).°

Adicionalmente, existem efeitos colaterais sérios com o uso da maioria dos
farmacos para as MFR e ERF-TB, incluindo nefrotoxicidade, ototoxicidade,
hepatotoxicidade e disglicemia.*®

O mecanismo pelo qual os organismos se tornam resistentes a INH é
bastante complexo e pode envolver uma ou diversas mutacdes genéticas. Apos
administracdo, a INH é ativada in vivo pelo KatG, a enzima catalase peroxidase e,
apos a ativacdo, mdultiplas espécies reativas sado geradas e podem danificar as
células infectadas. Estudos sugerem que a INH primeiramente afeta a sintese dos
acidos micadlicos que constituem a parede celular do microrganismo, atingido pelo
carreador InhA.** Mutacées que contribuem para a maioria das cepas resistentes a
isoniazida ocorrem no katG, que codifica a enzima katG, e contribui para 50-68%
dos casos de resisténcia e, no gene inhA, que codifica o alvo da isoniazida ativada,
que corresponde a 21-34% dos casos.™

Fatores como o longo tempo de terapia, a necessidade de multi-farmacos, a
emergéncia da resisténcia, a co-infeccdo com o HIV e as linhagens persistentes,
impdem a necessidade urgente de desenvolver novos farmacos contra a TB.*®

Na busca por novas substancias ativas no combate a TB, Mohamad e
colaboradores'’ demonstraram que o derivado sintético hidrofébico da isoniazida, 1-
isonicotinil-2-nonanoil hidrazina, (INH-C9, Figura 3) derivado do &cido nonandico,
reduziu o CIM da isoniazida de 0,05 pg.mL™ para 0,025 pg.mL™?, o que pode
promover o aumento da susceptibilidade do M. tuberculosis ao tratamento da TB e

'2 Kaona, F. A.; Tuba, M.; Siziya, S.; Sikaona, L. BMC Public Health 2004, 68, 1471.

13 Ma, Z.; Lienhardt, C.; Mcllleron, H.; Nunn. A.J.; Wang,X. Lancet 2010, 375, 2100.

14 Laurenzoa, D.; Mousa, S. A.; Acta Tropica 2011, 119, 5.

1> Cuevas-Cordoba, B; Zenteno-Cuevas, R. Enferm. Infecc. Microbiol. Clin. 2010, 28, 621.
'® palomino, J.C.; Ramos, D.F.; Silva, P.A. Curr. Med. Chem. 2009, 16, 1898.

" Mohamad, S.; Ibrahim, P.; Sadikun, A. Tuberculosis 2004, 84, 56.



reducdo dos quadros de resisténcia. Isto parece estar associado a presenca do
acido graxo, que alterou a polaridade do farmaco inicial, facilitando a penetracéao

deste na parede celular lipidica do agente microbiano.

\

Figura 3: 1-isonicotinil-2-nonanoil hidrazida (INH-C9).

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando na sintese e avaliacdo
farmacoldgica de compostos graxos, frente as cepas de M. tuberculosis. Os ensaios
foram realizados com linhagens celulares Hz;Rv ATCC 27294 (pan-sensivel), ATCC
35338 (cepa com mutacdo no rpoB His-526-Tir gen) e ATCC 35822 (cepa
monorresistente com mutacdo no cédon 315 katG), sendo que a amida graxa
ricinoleilpirrolidilamida (Figura 4) apresentou valores de concentracdo inibitoria
minima (CIM) de 12,5 e 6,25 pg.mL™.*8

@ X

OH

Figura 4. Ricinoleilpirrolidilamida

Estes resultados instigaram a investigacdo da modificacdo estrutural da
isoniazida pela inser¢do de cadeias graxas a molécula, chegando ao protétipo (2)-
N'-octadec-7-enoilisonicotinoidrazida (Figura 5), o qual apresentou uma atividade
antimicobacteriana excelente, com valor de CIM de 0,007 pg.mL™, sete vezes mais

potente que o observado para a isoniazida (0,05 pg.mL™). *°

18 D’Oca, C. R.M,; Coelho, T.; Marinho, T.G.; Hack, C.R.L.; Duarte, R.C.; Silva, P.A.; D’Oca, M.G.M. Bioorg. Med.
Chem.Lett. 2010, 20, 5255.

¥ Dp'Oca,C.RM.; Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal do Rio Grande (Mestrado em Quimica
Tecnoldgica e Ambiental), 2010.



Figura 5. (2)-N'-octadec-7-enoilisonicotinoidrazida (3c).

Desta forma, a baixa adesdo ao tratamento associada ao crescimento
alarmante de resisténcia a terapia disponivel conta a tuberculose - utilizando o
farmaco INH como padrdo terapico por mais de meio século - apontam para a
necessidade premente para descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
antituberculose ou de pro-farmacos. Sdo necessarios esforcos em torno de
pesquisas que apontem para uma melhor penetracdo dos farmacos na parede
celular micobacteriana, que representa um alvo seletivo nos farmacos

antimicobacterianos, promovendo assim a efetividade clinica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a sintese de novos derivados graxos do farmaco isoniazida (INH) a
partir de acidos graxos com diferentes arranjos estruturais, relacionado ao numero
de carbonos, insaturacfes e grupos funcionais presentes nas cadeias. Apés, avaliar
a influéncia das modificacdes das cadeias graxas na atividade antimicobacteriana, a
fim de contribuir com o desenvolvimento de novos candidatos a prototipos de

farmacos antituberculose.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar uma metodologia para aumentar a lipofilicidade dos novos
derivados da isoniazida, através da inclusdo sintética de cadeias graxas, oriundas
dos &cidos graxos palmitico (2a, C16:0), esteérico (2b, C18:0), oleico (2c, C18:1,
C9-cis), elaidico (2d, C18:1, C9-trans), ricinoleico (2e, C18:1,0H), linoleico (2f,
C18:2) e linolénico (2g, C18:3) (Esquema 1);

— —0
0 N\NH2 R os N JU
)| "‘~~R)-J—\"°“ ——> >

)

N 2a-g N
INH (1) 3a-g : cadeia graxaé
OH
R= _
TR - T & A O S 4 N 1 \(\15/'\/:\(\17/
a b c d e
a i o o — 7
f g

Esquema 1. Derivados graxos da isoniazida.



- Investigar a atividade antimicobacteriana dos compostos sintetizados, frente
as cepas de M. tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294) (cepa pan-sensivel), M.
tuberculosis (ATCC 35822) (cepa monorresistente com mutacdo no codon 315
katG), M. tuberculosis (ATCC 35338) (cepa com mutacdo no rpoB His-526-Tir gen) e
M. tuberculosis (ATCC 1896HF) (cepa com mutac¢do no inhA) utilizando o método

REMA (do inglés, Resazurine Microtiter Assay) e determinar a CIM;

- Comparar os valores de CIM encontrados com valores de compostos
padrbes com atividade antimicobacteriana, INH e RIF, realizando uma andlise da

relacdo entre a estrutura quimica e a atividade dos compostos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Modificac¢éo estrutural do farmaco isoniazida

Desde a identificacdo do agente patologico causador da tuberculose, a
micobactéria Mycobacterium tuberculosis, ha mais de 120 anos pelo bacteriologista
alemao Robert Koch, varias séo as tentativas de erradicar a doenca. A descoberta
de novos farmacos anti-TB que possam reduzir o periodo de tratamento, os efeitos
colaterais indesejaveis e que sejam eficazes especialmente contra as cepas
resistentes do M. tuberculosis é urgente.?

Dentro deste contexto, Fox e colaboradores® relataram a sintese de novos
derivados da isoniazida, na perspectiva de aplicacgdo no campo terapéutico,
especificamente como agentes antituberculose, dentre esses, l-isonicotinil-2-acil-
hidrazidas, com substituintes alquil, alquenil, aril e benzil. Posteriormente, os
mesmos autores sintetizaram uma série de derivados N-acilados da isoniazida graxa
(Figura 6) os quais foram testados in vivo, em ratos infectados com cepas humanas
Ha7Ryv, tipo sensivel & isoniazida.?

Foi visto que nenhum dos compostos da série sintetizada foi tdo ativo quanto
o farmaco isoniazida.

Bajda e colaboradores® afirmaram que a lipofilicidade é uma propriedade
fundamental em compostos biolégicos ativos. Desta forma, foi visto por Rastogi e
colaboradores® que a maioria dos farmacos ativos contra o complexo
Mycobacterium avium, sdo essencialmente moléculas hidrofébicas que sao capazes
de interagir com a superficie anfipatica da camada exterior da bactéria. Diante disto,
0s autores realizaram a sintese de derivados da isoniazida a partir da insercdo de
diferentes substituintes hidrofébicos, provenientes de acidos graxos, pristinamicina,
acido galacturdénico e um manopiranosil derivado do acido dodecandico (Figura 7).

Apos a sintese, a CIM dos derivados foi determinada, com o intuito de ser verificado

20 Cole, S. T.; Heym, B. International Journal of Antimicrobial Agents, 1997, 8, 61-70.

2 Fox, H. H.; Passaic, N. J.; Hoffman La-Roche Inc.; Pyridine derivatives; United states Patent Office; US; No.
254,802; Revista da propiedade; 2, 689; p.1; 3 nov.1951; 21 set. 1954.

%2 Fox, H. H.; Gibas, J. T.; Research Laboratories of Hoffman-Laroch Inc.; No. 346., Acyl derivatives of
isonicotinyl hydrazine; 9 abr. 1953, Synthetic Tuberculostats, 11, 1375.

23 Bajda, M.; Bucki, A.; Szlek, J.; Szwaczkiewicz, M.; Swierczek, M.; Malawska, B. Biomed. Chromatogr. 2008,
22, 428.

2 Rastogi, N. C.; Frehel, A.; Ryter, H.; Ohayon, M.; Lesourd, H.; David, L. Antimicrob. Agents Chemother. 1981,
20,666.
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se 0 uso de moléculas hidrofébicas aprimora a acdo antimicobacteriana frente o
complexo M.avium, patologia humana oportunista resistente a multiplos farmacos,

que permanece um desafio no tratamento de doencas humanas infecciosas.?
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Figura 6. Derivados N-acilados da isoniazida.

Foi observado neste estudo que os compostos derivados do acido palmitico
(3a) e do acido 12-hidroxi-dodecandico (13) apresentaram melhora na atividade
antimicobacteriana, evidenciando a hip6tese dos autores de que compostos
hidrofilicos sdo pouco ativos na penetracdo da barreira lipidica da micobactéria.
Posteriormente, com base neste estudo, Rastogi e colaboradores® repetiram a
sintese dos derivados essencialmente lipofilicos da isoniazida, derivados do acido
palmitico (3a), acido 12-hidroxi-dodecandico (13) e acido 12-(3,4,5-triidroxi-6-
(hidroximetil)-tetraidro-2H-pirano-2-iloxi)dodecandico (14) (Figura 7), a fim de
estudar o comportamento frente ao complexo M. avium. As moléculas foram

testadas frente a 17 cepas resistentes a isoniazida, essencialmente hidrofilica.?®

b

Quando as cepas foram testadas frente a molécula anfipatica derivada do &cido
palmitico (3a), esta mostrou ser muito ativa frente ao complexo M.avium, sendo que

das 17 cepas testadas, 4 mostraram sensibilidade ao composto, com valores de CIM

2 Rastogi,N.; Moreau, B.; Capmau, M.L.; Goh, K.S.; David, H.L. Zbl. Bakt. Hyg. 1988, A 268, 456.

% Becker,C.; Dressman, J.B.; Amidon ,G.L.; Junginger, H.E.; Kopp, S.; Midha, K.K.; Shah, V.P.; Stavchansky,
S.; Barends, D.M. J. Pharm. Sci. 2007,96, 522.
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de 1 a 10 pg.mL™ o que representa uma alta inibicdo do crescimento, enquanto que

os outros derivados mostraram ser menos ativos e até ineficazes.?’

H
S N< OH .

7 OH

3a

OH
~ JJ\/\/\/\/\/\/O °
N OH

HO OH

Figura 7. Série de derivados lipofilicos da isoniazida.

Estudos apontaram para a N-acilagio como uma estratégia comum na
producdo de pro-farmacos de varios compostos contendo grupos de aminas
primarias e secundarias.?® Pela variacdo da porcdo acil do derivado é possivel
alterar as propriedades fisico-quimicas relevantes para a biodisponibilidade, tal
como, solubilidade em &gua e lipofilicidade.”® Neste sentido, em um estudo de
Giannola e colaboradores® foram sintetizados derivados N-acilados da isoniazida

(Figura 8), com o intuito de reduzir a toxicidade e os efeitos colaterais do farmaco.

27 Rastogi, N.; Goh, K. S.; Antimicro. Agents Chemother. 1990, 34, 2061.
2 Bundgaard, H. Desing of prodrugs, p.1, Elsevier, Amsterdam, 1985.

% Buur, A.; Bundgaard, H., Int. J. Pharm, 1984, 21,3, 349-364.

30 Giannola, L.l.; Giammona, G.; Alotta, R. Pharmazie 1992, 47, 423.
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Figura 8. Derivados da isoniazida.

Os compostos sintetizados foram submetidos a estudos de determinagao da
constante da taxa de difusédo, absorcéo e efetividade de administracdo. Os autores
concluiram que a difusdo nao foi significativamente afetada pelo tamanho da cadeia
substituinte. A estabilidade quimica foi avaliada pela hidrélise gastrointestinal
simulada, porém, ndo foi observada hidrélise dos derivados nessas condi¢des
experimentais.

Por tudo isso foi evidenciado que a agado da isoniazida frente ao M. avium
pode ser aprimorada pela vinculac&o de diferentes porc¢des hidrofobicas ao farmaco.

Baseados nessa hipétese, Mohamad e colaboradores®’ realizaram o estudo
do derivado 1-isonicotinoil-2-nonanoilidrazina (Figura 3, ver pégina 5), com a
finalidade de estudar a susceptibilidade do M. tuberculosis frente 0 composto, com a
perspectiva de que pudesse ser utilizado como um farmaco antituberculose
alternativo. O derivado hidrofoébico 1-isonicotinoil-2-nonanoilidrazina provocou uma
atividade antimicobacteriana aprimorada frente a cepa do M. tuberculosis Hz7Rv,
reduziu o CMI da isoniazida de 0,05 pg.mL™ para 0,025 ug.mL™. O que demonstrou
gue a susceptibilidade da isoniazida pode ser melhorada pelo derivado, pois este

apresentou maior permeabilidade na barreira celular da bactéria.’
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Joshi e colaboradores® relataram também que o nicleo sulfonamida possui
propriedades farmacoldgicas bem conhecidas, como acgdo antibacteriana,
anticancer, anti-inflamatoéria e inseticida. Os mesmos autores verificaram que varios
farmacos obtidos da reacdo de Mannich foram mais efetivos e menos téxicos do que
os farmacos afins.

Diante destas propriedades, em um estudo posterior foi realizada a
modificacdo estrutural do farmaco isoniazida pela reacdo de Mannich, pois essa
reacao oferece um método conveniente para introducdo de uma cadeia aminoalquil,
0 que pode alterar o perfil biolégico e as caracteristicas fisico-quimicas iniciais. O
nacleo sulfonamida esta presente em farmacos patenteados e a isoniazida € um
farmaco antituberculose bem conhecido, e, por essas consideracdes, foi realizada a
unido sintética destes nucleos para formar sulfonamidas derivadas da reacdo de
Mannich (Figura 9).* O estudo da atividade antibacteriana dos derivados da
isoniazida, demonstrou uma melhora na atividade antibacteriana, sendo estes mais
potentes do que os farmacos com nucleo sulfonamida. Estes resultados apontaram
para a perspectiva destes compostos serem candidatos a farmacos potentes com

efeitos colaterais minimos e com menor custo.
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Figura 9. Sulfonamidas derivadas da isoniazida.

Hearn e colaboradores® realizaram a sintese de bases de Schiff derivadas da
isoniazida, a fim de examinar a eficacia destes derivados com lipofilicidade
evidenciada frente ao M. tuberculosis, para que possam servir de ferramentas de

estudo para a melhoria do tratamento da doenca.

31 Joshi, S.; Khosla, N.; Khare, D.; Tiwari, P. Acta Pharm. 2002, 52, 197.

32 Joshi, S.; Khosla, N.; Tiwan, P. Bioorg. Med. Chem. 2004,12, 571.

33 Hearn, M. J.; Cynamon, M. H.; Chen, M. F.; Coppins, R.; Davis, J.; Kang, H. J.; Noble, A.; Tu-Sekine, B.;
Terrot, M. S.; Trombino D.; Thai, M.; Webster, E. R.; Wilson ,R. Eur. J.Med. Chem. 2009, 44, 4169.
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Todos os compostos foram ativos e apresentaram valores de CMI menores
que 6,25 ug.mL™ frente as cepas Hs7Rv, com inibicdo de crescimento em 90% dos
organismos (Figura 10), proporcionando exemplos representativos das atividades
bioldgicas das bases de Schiff.

Os autores concluiram que a modificacdo estrutural do farmaco isoniazida
promoveu adaptacdo lipofilica, na qual a porgcdo hidrazina foi quimicamente
blogueada. Esta modificacdo pode proteger a molécula da acdo das enzimas N-aril
amino acetil transferase (NATS), enzimas que estdo presentes na micobactéria e
desativam a funcao da isoniazida, promovendo o desenvolvimento de quadros de
resisténcia, principalmente em pacientes submetidos a altas dosagens.

Figura 10. Bases de Schiff derivadas da isoniazida.

3.2 A N- acilagcdo de compostos organicos

O grupo carboxamida comum em diversas moléculas sintéticas e naturais
desempenha um papel fundamental na Quimica Medicinal. O banco de dados global
da Quimica Medicinal estima que mais de 25% dos farmacos conhecidos

apresentam o grupo carboxamida em sua constituicdo.>*

34 Ghose, A. K.; Viswanadhan, V. N.; Wendoloski, J. J., J. Comb. Chem. 1999, 1, 55.
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A ativacdo de acidos carboxilicos via cloretos de acila seguida da reacdo com
uma espécie nitrogenada é uma das metodologias mais utilizadas para a N-acilacao
de compostos organicos. A ligacdo amida é formada através da reacdo do cloreto de
acila com a amina de interesse (Esquema 2). O cloreto de tionila (SOCI,) (31),
cloreto de oxalila (COCI), (32), tricloreto de fosforo (PCI3), oxicloreto de fosforo
(POCl3), e pentacloreto de fésforo (PCls) (Esquema 3) sdo comumente utilizados
para a conversdo de &cidos em cloretos de 4cido.®®> Aminas terciarias n&o
nucleofilicas (NEts, iProNEt, ou N- metilmorfolina) séo utilizadas como base para

trapear o HCI formado.*

(0] O
)J\ RINA, )J\ R’
R >c ——> R N’
base H

Esquema 2. Reagéo de amindlise de cloreto de acila.

o) o Q
—_— S - 5 )J\+/S\ B
| cl” >cl R® ~o” "¢+ C I
o 31 H o]
R)J\OH _ R)J\CI
O o] o) cloreto de &cido
| Cl + cl+ o —1
|
R= alquil 320 i H O

Esquema 3. Formacao de cloreto de acila utilizando cloreto de tionila (31) ou cloreto de oxalila (32).

Em alguns casos a reacdo de formacdo do cloreto de acido pode ser
promovida pela adicdo de dimetilformamida (DMF) (33) em quantidades cataliticas
(Esquema 4). ¥’

% Montalbetti, C. A. G. N.; Falque, V., Tetrahdron 2005, 61, 10827.
3 Kuwajima, |.; Urabe, H. Organic Syntheses; Wiley: New York, 1993; Collect. Vol. VIII, pp 486-489.
37 Bosshard, H. H.; Mory, R.; Schimid M.; Zollinger, H. Helv. Chim. Acta 1959, 42, 1653.
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Esquema 4. Ativacdo do cloreto de oxalila com DMF (33), ciclo catalitico.

Giannola e colaboradores® realizaram a sintese de uma série de derivados
N-acilados da isoniazida, a partir da reacéo dos respectivos cloretos de acila com a
isoniazida, obtendo bons rendimentos (Esquema 5).

0
H H
o N o N, M
NH, o) NT R
PR CHaCN
X + > AN
R Cl refluxo, 1 h
NG 94-97 % NG
1 15-17, 3¢

] oH /IN
VVWWWJQ
o}

Esquema 5. Sintese dos derivados N-acilados da isoniazida.

Mohamad e colaboradores®’ realizaram a sintese da modificacéo estrutural do
farmaco isoniazida através da conversdo do acido nonanodico (34) em cloreto de
acido, via cloreto de oxalila (COCI),. Neste caso, foi utilizado dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalisador em quantidades equivalentes e como base para trapear o
acido cloridrico formado no meio reacional (Esquema 6).
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Esquema 6. Converséo em cloreto de 4cido, utillizando (COCI),, seguido de amindlise.

Condic¢Oes neutras podem ser utilizadas, proporcionando conversdes brandas
de acidos carboxilicos em cloretos de acila, por ndo haver formacdo de &cido
cloridrico no meio reacional. Lee e colaboradores® utilizaram trifenilfosfina (TPP)
(35) em tetracloreto de carbono para a conversdo de acido carboxilico no

correspondente cloreto de acila (Esquema 7).

0
Ph Cl )J\ Ph Ph 0
PPh; + CCl, — Ph—|:|>+ | cl R oA Ph—l|3+—O E—— Ph—FI>=O + R)J\m
35 3 Ph Gl Ph }‘R Ph
o}
+ HCCl; + ¢

Esquema 7. Formacéo de cloreto de acila utilizando TPP e tetracloreto de carbono.

O uso dessa metodologia tem como desvantagem a toxicidade e 0s riscos
ambientais da utilizacdo do tetracloreto de carbono como solvente.

Carpino e colaboradores® descreveram o uso de fluoretos de acila como
intermediarios reativos para a reacdo de N-acilacdo o que evita problemas como
racemizacao e reacOes paralelas. Em comparacdo com os cloretos de acila, estes
reagentes sdo menos sensiveis a umidade, sendo mais reativos frente a aminas e
reagem da mesma maneira.

Os fluoretos de acila sdo formados com a utilizacao de fluoreto cianuarico (36)
(Esquema 8), na presenca de piridina, levando a uma espécie ativada como

intermediario reativo.*°

% | ee,J. B. J. Am. Chem. Soc. 1966, 88, 3440.
39 Carpino, L. A.; Beyermann, M.; Wenschuh, H.; Bienert, M. Acc. Chem. Res. 1996, 29, 268.
40 Olah, G. A.; Nojima, M.; Kerekes, I. Synthesis 1973, 487.
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2¢ Py fluoreto de acila

Esquema 8. Formacao de fluoreto de acila utilizando fluoreto ciandrico.

O uso de fluoretos de acila foi descrito em reacdes in situ, para a conversao
direta de acidos carboxilicos nas correspondentes amidas. Kangani e
colaboradores* utilizaram deoxo-flior (MeOEt),NSF; (37) (Esquema 9) para a
conversdo de acidos carboxilicos em fluoretos de acila sem a adicdo de base ao
meio reacional. Essa metodologia foi empregada na sintese de amidas, que foram

obtidas sob condi¢bes brandas de reagdo com rendimentos excelentes (90-99%).

SF,
N
0 R MeO” >~ 0OMe j\
L 37 /Rl
R)J\OH * \'TJH - R0
: CH,Cl, O °C, 30 mi :
2a, 2c, 2f R 22 min R

R= — M
e YR s .
2a 2c 2f

Esquema 9. Sintese de amidas graxas via fluoreto de acila utilizando deoxo-fltor.

Paul e colaboradores* utilizaram o agente de acoplamento carbodiimidazol
(CDI) (38), um reagente muito util que permite a formacao de amidas in situ, para a
sintese de compostos N-acilados. A reacdo ocorreu com a formacédo inicial de
imidazol, gerando uma espécie ativada (Esquema 10), ndo sendo necessaria a

adicao de base ao meio reacional.

4 Kangani, C.O.; Kelley, D. E.Tetrahedron Letters 2005, 46, 8917.
2 paul, R.; Anderson, W. J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 4596.
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Esquema 10. Sintese de amidas in situ utilizando carboilimidazol.

Mikolajczyk e colaboradores® relataram a reacdo de N-acilacdo a partir de
anidridos, os quais sao espécies que reagem facilmente com diversos nucledfilos.
Os anidridos simétricos sao formados tanto pelo aquecimento do &cido
correspondente, quanto em condi¢cbes mais brandas, pela reacdo de duas moléculas
de &cido com uma de dicicloexilcarbodiimida (DCC) (39), formando uma uréia como
subproduto (Esquema 11). A limitagcdo principal desta metodologia € de que apenas
metade do acido é efetivamente acoplado, a outra metade é desperdicada, o que se

torna um problema quando o &cido utilizado for de valor comercial alto.

e . Ri@i?

PN

R OH C
o) O-aciluréia

M

R= alquil N\O
39
R” “OH
OO 5
uJ\u S

diciclohexiluréia anidrido

(0] (0]
)J\OH + R)J\

Esquema 11. Formacéo de amidas via formagé&o de anidrido e consecutivo acoplamento com amina.

R'NH,

R NHR'

4 Mikolajczyk, M.; Kielbasinski, P. Tetrahedron 1981, 37, 233.
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Os uso de reagentes de acoplamento como dicicloexilcarbodiimida (DCC)
(39), diisopropilcarbodiimida (DIC) (40) e o sal 1-etil-3-(3’-dimetilamino) carbodiimida
(EDC) (42) também sdo citados na literatura para a formacdo de derivados N-
acilados in situ.** A carbodiimida reage com o &cido carboxilico formando o
intermediario O-aciluréia, que reage com a amina para formar a amida e um
derivado da uréia como sub-produto da reacdo (Esquema 12) nao sendo

necessaria a adicdo de base ao meio reacional.

PN c — I A — Rj\NHR' + >*Hj\H4<

R O + Y R (0] N
N A
40j/ amida diisopropiluréia
O-aciluréia

R= C,Hs (CHj3),CH, CgH1o
Esquema 12. Formacéo de amida in situ utilizando carbodiimida.

A reacdo paralela de formacdo da N-aciluréia pode ser diminuida
consideravelmente pela rea¢do do acido carboxilico correspondente com o agente
de acoplamento a temperatura de 0 °C, e posterior adicdo da amina. O uso de um
nucleodfilo selecionado como hidroxibenzotriazol (HOBt) (41), pode evitar reacfes
paralelas, como a formacdo da N-aciluréia, por sua maior reatividade, (Esquema
13). ©

* Sheehan, J.; Cruikshank, P. A. J. Org. Chem. 1961, 26, 2525.
*® Windridge, G. C.; Jorgensen, E. C. J. Am. Chem. Soc. 1971, 17, 6318.
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R= alquil, aril /K +
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HN I NJ\ )\ﬁj\ﬁj\
1):;\NH

N - aciluréia
Esquema 13. Uso de HOBt a fim de minimizar a formac¢éo da N-aciluréia nao reativa.

O sal 1-etil-3-(3’-dimetilamino) carbodiimida (EDC) (42) é um reagente de
acoplamento adequado para o uso em solugdes, pois 0 co-produto da uréia formado
durante a reacéo é soltvel em solventes aquosos, facilitando a purificacdo.*® Baltas
e colaboradores®’ utilizaram o sal EDC na reacdo de acoplamento de uma série de
acidos carboxilicos com a isoniazida (1), neste trabalho foi utilizado
hidroxibenzotriazol (HOBt) (41) como aditivo, reagente que aumenta a eficiéncia das

reagOes mediadas por carbodiimidas (Esquema 14).

RO
0 EDC.HCI (42),HOBt (41) RO o N
iProEtN, INH (1) H |
> N
OH CH4CN, refluxo, 24 h N~ X
H

R= - CH3) - CF3’ - CH2CH3‘ - CH2CF3
- CH2CH=C(CH3)2
- CH,CH=(CH3)CCH,CH,CH=C(CH5),
Esquema 14. Reacgéo de acoplamento de acidos carboxilicos com isoniazida utilizando EDC.

Khan e colaboradores®® utilizaram carbodiimidas como reagente de
acoplamento na sintese de amidas graxas. Neste trabalho foi utilizada a amina

aromatica benzilamina e o acido graxo cis-15-Z-tetracosanéico (43), na presenca de

* El-Faham, A.; Albericio, F. Chem. Rev. 2011, 111, 6557.

*" Baltas, M.; Prithwiraj De; Lamoral-Theys, D.; Bruyére, C.; Kiss, R.; Bedos-Beval, F.; Saffon, N.
Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 2537.

48 Zhao, J.; Muhammad,J.; Dunbar, D. C.; Mustafa, J.; Kahn, I. A. J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 690.
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dicicloexilicarbodiimida (DCC) (39) e dimetilaminopiridina (DMAP) para evitar a

formacéo da N-aciluréia (Esquema 15).

@] @)
NH, )J\m/;m/ DCC (39), DMAP Wk
©/\ + HO 13 7 7 13 H/\©
43

25°C,2h
Esquema 15. Sintese da N-benzil-15-Z-tetracosenamida utilizando DCC e DMAP.

Nosso grupo de pesquisa realizou a sintese de amidas graxas com diferentes
arranjos estruturais, provenientes de acidos graxos e de aminas ciclicas e aciclicas
utilizando dois caminhos diferentes para realizar a N-acilacdo de aminas. ***° Para a
sintese de parte da série de amidas foi utilizado dicicloexilcarbodiimida (DCC) como
reagente de acoplamento, trietilamina (Ets3N) como base e dimetilaminopiridina
(DMAP) em quantidades cataliticas. Para outra parte da série de amidas
sintetizadas, foram utilizados ésteres metilicos de &acidos graxos (FAMESs, do inglés
fatty acid methyl esters), obtidos da esterificacdo dos acidos graxos. A partir destes,
foi realizada uma reacdo de amindlise para sintetizar as respectivas amidas

(Esquema 16).

49 Lopes, C. R.; Montes D’Oca, C. R.; Duarte, R. C.; Kurz, M. H. S.; Primel, E. G.; Clementin, R. M.;
Villarreyes, J. A. M.; Montes D’Oca, M. G. M. Quim. Nova 2010, 33, 1335.
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DCC, DMAP, Et3N, CH,Cly 24 h, 25 °C

| 60-80 % ¢
o) O amina, o
CH4CN,
)J\ MeOH, H,S0, )J\ o4 h )J\
R OH I —— R OMe ———— R NR'R?
83-94 % 50-88 %
2a-c 44a-c
2e-f 44e-f
R = OH NR'R? = ~ OH
R N
N : a 7 || N7 CeHs : >
16 b H H e
- — NN
— 4 7 N CgH
LA 7 e H/'\ e \I\D
N7 CHs
H / \
~ —N O
N “Cets N/

Esquema 16. Sintese de amidas graxas.

Outra metodologia muito utilizada para a formacdo da ligacdo amida € via
ésteres ativados, que reagem com uma variedade de nucledfilos. Frente a aminas,
0s ésteres ativados reagem muito bem em condi¢cdes brandas de reacéao,
normalmente com reducdo da racemizacdo. Uma variedade de alcodis pode ser
utilizada nesta reacdo, sendo que na sintese peptidica sdo mais utilizados o HOB,
p-nitrofenol (PNP) e pentafluorfenol (PFP) (Esquema 17). Para o preparo de acidos
heterociclicos é indicado o uso de PFP. 3*

o) R'NH, O
)’k L )J\ "
R= Aril ©
/N:N F
R'= —@NOZ —N
F F
PNP
F
HOBt PFP

Esquema 17. Alcodis utilizados no acoplamento de aminas.
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Reagentes de acoplamento piridinicos sdo utilizados na reacdo de
acoplamento in situ de acidos carboxilicos com aminas. Os reagentes de
Mukaiyama, iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinium (45), sdo utilizados na presenca de
aminoacidos uma amina terciaria, gerando uma espécie ativada de éster piridinium

que pode reagir com varios nucleéfilos (Esquema 18). *°

R P

NH, NH;

45
aminoacido R'NH,

S

NH,

Esquema 18. Acoplamento in situ utilizando reagente de Mukaiyama.

Entretanto, este reagente ndo € comumente utilizado na sintese peptidica
devido a pouca solubilidade dos iodetos piridinicos nos solventes convencionais.

A fim de melhorar a solubilidade destes compostos piridinicos, Li e
colaboradores™ relataram reagentes de Mukaiyama alternativos. Os contra-ions
tetrafluorborato e hexacloroantimonato foram adaptados, sendo os reagentes de
acoplamento 2-bromo-3-etil-4-metiltiazolium tetraflourborato (BEMT), 2-bromo-1-
etilpiridinium tetrafluorborato (BEP), 2-fluor-1-etilpiridinium tetrafluorborato (FEP), 2-
bromo-1-etilpiridinium  hexacloroantimonato (BEPH) e  2-fluor-1-etilpiridinium

hexacloroantimonato (FEPH) exemplos alternativos aos reagentes de Mukaiyama.

%0 Mukaiyama, T.; Kamekawa, K.; Watanabe, Y. Chem. Lett. 1981, 10, 1367.
*LLi, P.; Xu, J. C. Chem. Lett 1999, 40, 3605.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Nomenclatura dos compostos sintetizados

A nomenclatura dos compostos 3a-g, segue a regra estabelecida no Chemical
Abstract, e esta apresentada na Tabela 1. As diferentes cadeias graxas, C16:0,
C18:0, C18:1 cis, C18:1 trans, C18:1 (OH), C18:2, C18:3, para todos 0s compostos

derivados de acidos graxos foram denominadas pelas letras a-g, respectivamente.

Tabela 1. Nomenclatura dos derivados graxos sintéticos da isoniazida.

Composto Nomenclatura Oficial
0 ZNN
H I
\m%kN’N X N'-hexadecaisonicotinoidrazida
H
o)
3a
0 ZZN\
§ |
5 N7 X N’-octadecaisonicotinoidrazida
H
o)
3b
o} ~ "N
__ N/H ~ | (2)-N’-octadec-9-
! " H I enoilisonicotinoidrazida
3c
0 ~ "N

W /“ “~ | (E)-N'-octadec-9-
6 7 H

enoilisonicotinoidrazida
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Tabela 1. Nomenclatura dos derivados graxos da isoniazida (continuagéo).

OH 0 N\
W H “ | (R,Z2)-N'-(12-hidroxioctadec-9-
5 7 N/
o)

enoil)isonicotinoidrazida

3e
o) N
_ _ N/H U (6Z,92)-N"-octadeca-6,9-
4 T H 5 dienoilisonicotinoidrazida
3f
=
M HW/Q (92,127,157)-N'-octadeca-
7 ﬂ/ 9,12,15-trienoilisonicotinoidrazida
(@]
39

4.2 Sintese dos derivados 3a-g

Alguns exemplos de derivados graxos da isoniazida descritos na literatura

estdo representados na Figura 10. *"*

(0]
H
o N\J\/\/\/\/\
N
H
%
7
N

. O
46 H
(0] N\N)]\/\/\ (@) N\ )J\/\/\/\/
N
H 15

X N 16
~ |
7
N o}
H N
0] N )J\/\/\/\/W
N

Figura 11. Derivados graxos da isoniazida.

Uma vez que estes compostos apresentaram melhoria nas diferentes
atividades bioldgicas testadas, sendo mais potentes que o farmaco inicial, 1" %% 2> %
27, 30. 31 neste trabalho foi realizada a variacdo estrutural sistematica dos Acidos
graxos ligados ao atomo de nitrogénio, com as cadeias saturadas, insaturadas,

poliinsaturadas e hidroxiladas, derivadas dos acidos palmitico, estearico, oléico,
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elaidico, ricinoleico, linoleico e linolénico, visando a alteracdo das propriedades
fisico-quimicas da isoniazida, como sua biodisponibilidade e lipofilicidade.

A variacao estrutural com acido graxo de cadeia hidroxilada foi obtida a partir
do &cido ricinoleico, obtido através da hidrdlise do ricinoleato de metila (Esquema

19) de acordo com metodologia descrita por Battistel e colaboradores.>

OH O OH O

— _
5 7 OMe  Eion 5 7 OH

Ricinoleato de metila 2e

Esquema 19. Hidrdlise do ricinoleato de metila.

Inicialmente, os compostos foram obtidos de acordo com trabalhos anteriores
no nosso grupo de pesquisa.’® Neste procedimento, Método A, os &cidos palmitico,
esteérico, oléico e ricinoleico foram levados a reacdo com DCC e DMAP na

presenca de isoniazida (Esquema 20).

Método A

o
%OH
2a

H
O N
O “NH, DCC, DMAP o . IN
\(\2’1\ Et3N, CH2C|2 )‘J\ P N \
16 OH + | X » R H
2b CH-,CI, 24 h, t.a. o)
o N/ 2Tz 3a-c, 3e
— 1
NOH
2c
OH O
5
2e !

Esquema 20. Sintese dos derivados graxos da isoniazida 3a—c, 3e.

A reacdo de formacédo dos derivados graxos da isoniazida ocorreu a 25 °C,
durante 24 h, sendo acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD). Os
compostos foram purificados por coluna cromatografica utilizando gradientes de

acetato de etila e hexano e os rendimentos obtidos foram de 56-80% (Tabela 2).

52 Battistel, E.; Spera, S.; Guglielmetti, G.; Borsotti, G. Tetrahedron, 2001, 57, 10219.
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Tabela 2. Rendimentos e pontos de fusdo dos produtos 3a-c, 3e obtidos a partir do
Método A.

Foérmula
) Ponto de Fuséo
Composto molecular Rendimento “0)
PM (g.mol™)
¢ ’ = IN
Co2H3702N
\M%J\N/N X e 80% 124-126
H 375
o
3a
0 N\ ”o
§ | C24H4102N3 125-127
16 N’ X 53%
H 403 (125-126)

(e}
3b
T 0 [0 couneon
WJ\N/N X s 62% 86-88
7 7 N 401
(0]
3c
T T 0 [ cutwmoN
|
WN/N B T 56% 68-70
: (- 417
0]
3

e

De acordo com Valeur e Bradley, 0 mecanismo para esta reacdo envolve a
formacao de diferentes produtos (Esquema 21).>% A primeira etapa envolve a reacéo
entre o acido carboxilico e o DCC, para formar a O-aciluréia, e assim, este
intermediario que € mais reativo que o reagente de partida, pode formar diferentes
produtos:

- Caminho A: o produto 3a-c, 3e formado pelo acoplamento direto da O-
aciluréia com a isoniazida, levando a formacéo do subproduto dicicloexiluréia (DCU),
insoltvel no solvente do meio reacional e que pode ser separada por filtracéo;

- Caminho B: o co-produto N-aciluréia a partir do rearranjo intramolecular da

O-aciluréia;

5% valeur, E.; Bradley, M. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 606.
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- Caminho C: o anidrido de &cido carboxilico, pela condensacdo de duas
moléculas de &cido, e, consequentemente a formacdo de 3a-c, 3e, a partir da
condensacao com isoniazida presente no meio reacional.

Apesar do DCC ser utilizado como reagente de acoplamento desde 1955,
formacdo dos sub e coprodutos comprometem tanto a purificacdo dos produtos,
guanto os rendimentos.

A formacdo de N-aciluréia como subproduto da reacdo € descrita na
literatura.>® A reacdo que ocorre é a N-acilagdo intramolecular da O-aciluréia, pelo
ataque do nitrogénio sp2 ao carbono da carbonila, que é deficiente em elétrons,
assim, ocorre a formacao da N-aciluréia, composto ndo reativo. Esta reacdo acaba
competindo com o ataque nucleofilico da isoniazida. Esse rearranjo € citado com o

um processo lento, favorecido quando os materiais de partida sdo pouco reativos.

— O
NN/ o) N
NHNH, )J\ /H “~ || + Dicicloexiluréia
» R N
A H
3a-c, 3e

(@) (@)
O C(NCsH11)2 rearranjo
)J\ \\C/ intramolecular R)J\NJJ\N
OH —> | B H

R N-aciluréia
O- aciluréia

O
)J\OH

+
34 @
NHNH2 H |

Esquema 21. Reacéo de acoplamento utilizando DCC.

>* Sheehan, J. C.; Hess , G. P. J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 1067.
5 Sheikh,Md. C.; Takagi,S.; Yoshimura, T.;Morita, H. Tetrahedron 2010, 66, 7272.
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Com o intuito de desfavorecer o Caminho B, onde h& a formacdo de
subprodutos de reacdo, foi adicionado DMAP em quantidades cataliticas (10%)

(Esquema 22).

N. _NH H |
c A
O/ I —> R)J\N
0] H
790 o]
3a-c, 3e
R

O- aciluréia Dicicloexiluréia

rearranjo B
intramolecular

O O O
R)J\ N )J\ N
H

© N-aciluréia

Esquema 22. Adicdo de DMAP para desfavorecer o produto de rearranjo intramolecular.

Apesar da sintese dos derivados graxos 3a-c, 3e pelo método A (Esquema
20), ter fornecido bons rendimentos, foi observado que a utilizacdo do DCC como
reagente de acoplamento consome equivalentes do &cido graxo no meio reacional.

Adicionalmente, mesmo com a adicdo do DMAP como catalisador da reacéo,
foi observada a formagcdo da N-aciluréia, produto de rearranjo intramolecular, que
além de consumir equivalentes de &cido graxo, dificulta o processo de purificacéo,
contribuindo para os baixos rendimentos.

Visando a sintese com acidos graxos de diferentes arranjos estruturais e de
maior valor comercial, foi proposta uma metodologia em que este reagente fosse
utilizado em quantidades menores.

De acordo com o exemplo descrito no Esquema 6 (ver pagina 17), Mohamad
e colaboradores '’ utilizam cloreto de oxalila e DMAP na sintese da 1-isonicotinoil-2-

nonanoilidrazina, derivada do acido graxo nonandico. Embora o rendimento néo
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tenha sido relatado pelos autores, o &cido graxo foi utilizado como reagente limitante
da reagéao.

A partir deste exemplo, o uso do cloreto de oxalila na sintese dos derivados
graxos da isoniazida 3a-h foi investigado. Nesta metodologia, Método B (Esquema
23), os acidos palmitico (2a), estearico (2b), oléico (2c), elaidico (2d), ricinoleico (2€)
(obtido por hidrélise do ricinoleato de metila), linoléico (2f) e linolénico (2g), foram
convertidos em cloreto de acido e, posteriormente, foram levados a reacdo com
DMAP e isoniazida (1).

Método B 0

R OH R Cl > R N

2a-h DMAP (44) H 5
3a-g
OH
R= _
VI e T 8 Y Y Y% — %
a b c d e
/A V4 TN
f g

Esquema 23. Sintese dos derivados graxos da isoniazida 3a-g.

Com o intuito de otimizar os rendimentos para a sintese de 3a-g, foram
realizadas modificacBes no protocolo experimental. As proporcdes estequiométricas
do cloreto de oxalila, do DMAP e do nucledfilo isoniazida a partir do acido oléico 2c
foram investigadas. A ordem de adicdo dos reagentes permaneceu semelhante e as
reacoes foram realizadas a 25 °C.

O acompanhamento das reacfes foi realizado por cromatografia de camada
delgada (CCD), utilizando acetato de etila como eluente e silica gel como fase
estacionaria. Na primeira etapa foi possivel acompanhar a conversao do acido graxo
em cloreto de acido e, na segunda etapa, a formacéo do produto concomitantemente
com o consumo do reagente de partida.

Em todos os métodos utilizados ocorreu a conversdo do acido graxo em

cloreto de acido em menos de 1 hora. Na segunda etapa, foi observado que a
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formacao do produto foi dependente da quantidade estequiométrica da isoniazida e
do DMAP presente no meio reacional, o qual foi utilizado em propor¢cdes nao-
cataliticas, podendo neutralizar o acido cloridrico formado no meio. Entre todos o0s
meétodos testados, o0 método com as propor¢cdes estequiométricas de 1 equivalente
de acido graxo, 3 equivalentes de cloreto de oxalila, 1,2 equivalentes de DMAP, 1,5
equivalentes de INH, 25 °C e 12h de reacao foi utilizado para a sintese dos demais
compostos, por ter sido observado o melhor rendimento apds a purificacdo do
derivado 3c (88%).

O mecanismo desta reacéo foi sugerido por Montalbetti e colaboradores ** e
esta elucidado no Esquema 24. A reacdo consiste de duas etapas, primeiramente a
conversao do 4cido graxo 2a-g no cloreto de acido, espécie mais reativa, seguido do
acoplamento com o nucledfilo INH e formacdo dos produtos 3a-g. Em ambas as
etapas sdo observadas a formacéo de acido cloridrico no meio.

Inicialmente, ocorre o ataque nucleofilico dos pares de elétrons livres do
atomo de oxigénio do acido graxo ao carbono carbonilico do cloreto de oxalila,
liberando o ion cloreto, apds o acido cloridrico formado no meio ataca o carbono
carbonilico da espécie intermediaria formando o cloreto de acido. Esta converséo
ocorre liberando moléculas de &cido cloridrico, monoxido e dioxido de carbono. Na
segunda etapa, os pares de elétrons livres do atomo de nitrogénio do DMAP atacam
o carbono carbonilico do cloreto de &cido, formando uma espécie acilante que sofre

ataque nucleofilico pela isoniazida, originando os produtos 3a-g, e o sal de DMAP.
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O (0]
)‘J\" + C|)H(C|—> R)J\/h (El  — )J\ + CO + CO, + HCI

Esquema 24. Mecanismo proposto para a formacao dos produtos 3a-g pelo Método B.

Os rendimentos obtidos na sintese dos derivados graxos da isoniazida
utilizando o Método B foram de 60-90% (Tabela 3).
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Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusdo dos produtos 3a-g, obtidos a partir do
Método B.

Férmula 5
molecular : onto
Composto . Rendimento de fusdo (°C)
PM (g.mol™)
) ZZN
“ |
T4 H/ X C2225;502N3 90 124-126
o}
3a
o) ’ = |N
\M)J\ N N N C4H210,N; 60 125-127 #
% H 403 (125-126)
o}
3b
0 ZZ\
W N |
— _ ™ Ca4H3902N3 .
7 o ” 401 88 86-88
o}
3c
o) ’ = |N
= -N X C24H390,N3
M” ey 60 100-101
o}
3d
OH (o) N
H |
— -N AN Cu4H390,N5 a
MH e 56 68-70
0
3e
o) =~ "N
H |
— I - AN C24H370,N3
f < H 399 90 70-72
o}
3f
(0] N\
N X | C,4H350,N
— — — - 241135\ J2IN3 -
g N 397 71 69-71
(6]
3g

2 Obtido a partir do método A
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4.2.1 Identificagdo dos compostos

A caracterizagdo dos compostos sintetizados 3a-g foi realizada por
espectroscopia de infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 1H) e carbono 13 (RMN 13C).

Como exemplo de derivado saturado, no espectro de IV da N-
octadecaisonicotinoidrazida 3b derivada do &cido estearico 2b, dois estiramentos
fortes foram observados na regido de 1550-1600 cm™, um em 1597 cm™ e outro
menos evidenciado em 1550 cm™, caracteristicos de carbonilas de amida e na
regido de 1400 cm™ foi observada uma banda caracteristica da ligagdo C-N. Na faixa
de 3300-2700 cm™ foram observadas bandas intensas, atribuidas aos estiramentos
dos grupos CHs; em 2848 cm™ e CH, de forma mais intensa em 2916 cm™, e os
estiramentos caracteristicos da ligacdo C-H de arométicos em 3014 cm™. Em 3215

cm™ foi observada uma banda de estiramento N-H (Figura 12).
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Figura 12. Espectro de IV da N*- octadecaisonicotinoidrazida 3b em KBr.

Como exemplo de derivado poliinsaturado, no espectro de IV da N'-(6Z,92)-

octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida 3f, derivado do &cido linoleico 2f, foi possivel
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observar na regido de 1600-1700 cm™ dois estiramentos, um em 1695 cm™ e outro
mais evidenciado em 1645 cm™, caracteristicos de amida secundéaria e em 1465 cm’
! uma banda caracteristica da ligacdo C-N de amidas. Na faixa de 3300-2700 cm™
foram observadas bandas intensas, atribuidas aos estiramentos dos grupos CHz em
2854 cm™ e CH, de forma mais intensa em 2927 cm™, e os estiramentos atribuidos a
ligacdo C-H caracteristico de aromaticos em 3010 cm™ e em 3217 cm™ um

estiramento caracteristico da ligacdo N-H (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de IV da N'-(6Z,9Z)-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida 3f em NacCl.

A caracterizacdo dos compostos por RMN de *H e 13C foi realizada no Instituto
de Quimica da UFRGS. Como exemplo, no espectro de RMN *H do N*-
octadecaisonicotinoidrazida 3b (Figura 14) os hidrogénios arométicos foram
observados na forma de dois dubletos, um em 8,71 e outro em 7,62 ppm, 0 que
evidenciou a formagé&o dos derivados, ja que os hidrogénios aromaticos na molécula
de isoniazida aparecem em regido de maior blindagem quimica, na forma de dois
dubletos, um em 5,5 e outro em 6,5 ppm. Ainda, foram observados em 2,34 ppm um

tripleto referente aos hidrogénios a carbonila, em 1,69 ppm um multipleto referente
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aos hidrogénios B carbonila, em 1,25 ppm um multipleto referente aos grupos

metilénicos da cadeia graxa e em 0,88 ppm um tripleto referente a metila.
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Figura 14. Espectro de RMN *H (300 MHz) da N*-octadecaisonicotinoidrazida 3b.

O espectro de RMN 13C apresentou um conjunto de sinais que confirma a
estrutura do derivado 3b (Figura 15). Foram observados dois sinais referentes aos
carbonos carbonilicos em 179 ppm. Os sinais referentes aos carbonos aromaticos
foram observados na regido entre 135 e 125 ppm. Ainda foram observados na
regido entre 34 e 22,1 ppm os sinais referentes aos carbonos metilénicos da

molécula, e o sinal do carbono metilico em 13,7 ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN 3C (75 MHz) da N'-octadecalisonicotinoidrazida 3b.

No espectro de RMN *H do N'-(6Z,9Z)-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida
3f (Figura 16), derivado do acido linoleico, foram observados os hidrogénios das
ligacdes N-H na forma de dois singletos largos, um em 10,6 e outro em 9,5 ppm.
Foram observados os hidrogénios aromaticos na forma de dois dubletos, um em 8,6
e outro em 7,65 ppm. Ainda, foram observados os hidrogénios vinilicos em 5,3 ppm
na forma de um multipleto, em 2,7 ppm um tripleto referente aos hidrogénios bis-
alilicos, em 2,33 ppm um tripleto referente aos hidrgénios a carbonila, em 2,08 ppm
um multipleto referente aos hidrogénios alilicos, em 1,58 ppm um multipleto
referente aos hidrogénios B carbonila, em 1,23 ppm um multipleto referente aos

grupos metilénicos da cadeia graxa e em 0,87 ppm um tripleto referente a metila.
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Figura 16. Espectro de RMN *H (300 MHz) do N'-(6Z,9Z)-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida 3f.

O espectro de RMN 13C apresentou um conjunto de sinais que confirma a
estrutura do derivado 3f (Figura 17). Foram observados dois sinais referentes aos
carbonos carbonilicos, um em 171 e outro em 162 ppm. Os sinais referentes aos
carbonos aromaticos apareceram nha regido entre 150,5 e 121 ppm e o sinal
referente aos carbonos vinilicos em 138,5 ppm.

Na regido entre 34 e 22,4 ppm foram observados os sinais referentes aos

carbonos metilénicos da molécula, e o sinal do carbono metilico em 13,8 ppm.
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Figura 17. Espectro de RMN 13C (75 MHz) do N'-(6Z,9Z)-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida 3f.
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4.3 Avaliacao da atividade biolégica

Apls a sintese dos derivados de interesse foi investigada a atividade
antimicobacteriana dos derivados graxos da isoniazida 3a-g. Este estudo foi
desenvolvido em parceria com o grupo de pesquisa do Professor Pedro Eduardo
Almeida Silva, do Laboratério de Micobacteriologia da Faculdade de Medicina da
FURG.

A atividade dos derivados foi avaliada frente as cepas seguintes:

- M. tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294) — (cepa pan-sensivel)

- M. tuberculosis (ATCC 35822) — (cepa monorresistente com mutag¢éo no cédon 315
katG);

- M. tuberculosis (ATCC 35338) — (cepa com mutac¢ao no rpoB His-526-Tir gen)

- M. tuberculosis (ATCC 1896HF) — (cepa com mutag&o no inhA).

Foi utilizado o método REMA (Resazurin Microtite Assay) para determinar a
CIM. Este método utiliza a resarzurina como indicador de viabilidade celular, através
da oxi-reducdo por meio do metabolismo bacteriano.>® Os valores observados para
0S compostos sintéticos sdo comparados com o padréo de CIM para a isoniazida e
para a rifampicina. Sendo assim, quanto menores os valores observados de
concentracbes minimas dos compostos para inibir a proliferacéo do bacilo, mais este
se assemelhara ao farmaco utilizado no tratamento da doenca.
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Esquema 25. Oxi-reducéo da resarzurina.

Os resultados dos testes da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos
compostos com os valores de CLog P, calculados pelo ChemDraw Ultra 12.0 estéo

descritos na Tabela 4.

% palomino, J.; Martin, A.; Camacho, M.; Guerra, h.; Swings, J.; Portales, F. Antimicrob. Agents Chemother.
2002, 46, 2720-2722.
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Tabela 4. Atividade in vitro dos compostos 3a-g expressa em CIM (ug.mL™)

CMI (pug.mL™)
Composto Clog P*  ATCC ATCC 1896  ATCC
27294 35822 HF 35338
Hs,Rv INHr® INHr® RIFr®
(o] (@]
\&')%J\H-” | X 6,964 0,015 0,125 0,78 0,003
3a 2N
(o] (@]
\&)%GLH-N I X 8,022 0,03 0,25 3,12 0,003
3bH 7z N
(@] (0]
7N NN N 7,538 0,015 0,25 1,56 0,003
s HH |
c ~N
(@] (@]
MN-N X 7,538 0,03 50 6,25 0,0019
s HH | N
Z
OH (@] (@]
\mg'\/:\%U\N-N X 5,331 0,03 25 12,5 0,015
3 HH | N
Z
(@] (@]
MLN~N A 7,054 0,125 2 12,5 0,03
H H |
3f ~N
(@]
NSNS, NN X 6,770 0,06 25 12,5 0,03
H H |
39 N
INH -0,668 0,06 2 2 0,015
RIF - 0,03 0,03 0,125 >2

&c Log P calculado no ChemDraw Ultra 12.0.

b INHr, cepa resistente com mutagdo no gene katG 315.

© INHT, cepa resistente com mutacdo no gene inhA C(-35)T.
d RIFr, cepa resistente com mutagdo no gene rpoB His-526-Tir.
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Todos os valores de CIM observados na Tabela 4 demonstram que o0s
derivados graxos da isoniazida tiveram atividade antimicobacteriana potente contra
todas as cepas testadas.

Quando observados os resultados contra a cepa pan-sensivel a isoniazida
Hs7Rv (ATCC 27194), todos os compostos apresentaram atividade potente, sendo
destacados os derivados 3a e 3c, os quais apresentaram valores de CIM iguais a
0,015 pug.mL™?, o que representa uma poténcia quatro vezes maior que a da INH
(CIM 0,06 pug.mL™). Também, o derivado 3b apresentou um valor de CIM (0,031
ng.mL™) que representa uma poténcia duas vezes maior que o observado para a
isoniazida. J& o derivado 3f foi 0 Unico que apresentou um valor de CIM (0,125
ng.mL™?) duas vezes maior que o observado para a INH, o que representa uma
poténcia apenas duas vezes menor.

Para a cepa resistente a isoniazida (ATCC 35822, CMI: 2 pg.mL™), quatro dos
compostos testados apresentaram valores de CMI 2 pg.mL™. O composto 3a (CIM
0,125 pg.mL™), derivado do &cido palmitico, apresentou uma poténcia 16 vezes
maior que a isoniazida, os compostos 3b e 3c, derivados dos acidos esteérico e
oleico respectivamente, apresentaram valores de CIM que representam uma
poténcia oito vezes maior que da INH (CIM 0,25 pg.mL™?) e o composto 3f
apresentou um CIM de 2 pg.mL™, igual ao valor observado para a INH.

Estes resultados sugerem que a cadeia graxa deve realmente melhorar a
permeabilidade da isoniazida na parede micobacteriana do bacilo resistente. Porém,
0 aumento do numero de carbonos da cadeia graxa parece ndo ser interessante
para a atividade contra este bacilo, pois houve uma grande diminuicdo da atividade
dos derivados com o aumento da cadeia. Como ja dito, a cadeia derivada do acido
palmitico, com 16 carbonos apresentou uma melhor atividade antimicobacteriana
comparada aos outros derivados testados, todos com cadeia de 18 carbonos.
Ademais, o aumento do numero de insaturacdes também parece nao ser
interessante contra esta cepa resistente a isoniazida, o que € evidenciado quando
comparados os valores de CMI para o derivado do &cido oléico (3c, C 18:1 cis), do
acido linoleico (3f, C 18:2 cis) e do acido linolénico (3g, C 18:3 cis).

J4, quando estudados os efeitos dos derivados 3a-g contra a cepa resistente
a INH com mutagédo em inhA (1896HF, INH, CIM: 2 yg.mL-1), dois compostos foram

mais potentes que a INH, mostrando os valores de CIM < 2 yg.mL-1, 3a (CIM: 0,78
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pg.mL-1) e 3c (CIM: 1,56 pg.mL-1), os outros compostos apresentaram valores de
CIM com uma poténcia de 1,5 a 6 vezes menor em comparacao com INH.

Quando avaliados frente a cepa resistente a rifampicina (ATCC 35338) os
compostos apresentaram valores de CIM entre 0,0019 e 0,03 ug.mL'l. Quando
comparados a INH (CIM 0,015 pug.mL™), o composto 3d, derivado do &cido elaidico
apresentou um valor de CIM de 0,0019 pg.mL™ o que representa uma poténcia sete
vezes maior que o observado para a INH. Os compostos 3a-C apresentaram
poténcia cinco vezes superior com valores de CIM de 0,003 pg.mL™ e o derivado 3e
apresentou um valor de CIM de 0,015 pg.mL™, idéntico ao observado para a INH.

De maneira geral, entre os compostos testados, todos apresentaram atividade
potente, tanto os derivados de cadeias saturadas quanto de cadeias insaturadas,
ndo sendo evidenciada uma relagdo estrutura vs. atividade sistematica com relacédo
ao arranjo estrutural da cadeia graxa. Apenas no caso da cepa resistente a
isoniazida, uma relacdo de estrutura vs. atividade pdde ser observada, ja que o
aumento da cadeia graxa e do nuamero de insaturacfes provocou uma perda na
poténcia dos derivados testados. Para as demais cepas testadas, os valores de CIM
observados foram dependentes do tipo de cepa em estudo.

Dentre os derivados testados, o composto 3a, derivado do &cido palmitico,
parece representar um prototipo potencial para o desenvolvimento de farmacos
antituberculose, tendo apresentado valores de CIM muito bons para todas as cepas

testadas.
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5. CONCLUSOES

Diante dos objetivos propostos foi realizada a sintese de novos derivados
graxos 3a-g do farmaco isoniazida (INH), pela insercao de diferentes cadeias graxas
saturadas, insaturadas, hidroxiladas e poli-insaturadas na molécula de INH, os quais
posteriormente tiveram sua atividade antimicobacteriana avaliadas contra diferentes
cepas de M. Tuberculosis.

Entre as rotas sintéticas estudadas, a sintese via conversao do acido graxo
em cloreto de acido e posterior reacao de substituicdo nucleofilica na carbonila pela
reacdo com a isoniazida foi a mais adequada, por resultar em maiores rendimentos
(60-90%), ja que ndo houve a formacgéo de produtos paralelos.

A maioria dos compostos testados demonstrou atividade potente contra todas
as cepas de M. tuberculosis estudadas, sendo que dentre estes, foi destacado a
isoniazida graxa 3a, derivado do acido palmitico, o qual representou um protétipo
potencial para o desenvolvimento de farmacos antituberculose, uma vez que
apresentou valores de CIM muito bons para todas as cepas testadas.

No estudo de relacdo estrutura vs. atividade, quando estudada a cepa
resistente a isoniazida, foi observado que o aumento da cadeia graxa e do namero
de insaturacBes provocou uma perda na poténcia dos derivados testados. Para as
demais cepas testadas, os valores de CIM observados parecem ser dependentes da
cepa em estudo, ndo sendo evidenciada uma relacdo estrutura vs. atividade

sistematica com relacdo ao arranjo estrutural da cadeia graxa.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiais, Métodos e Equipamentos

Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram obtidos de
fontes comerciais, utilizados sem prévia purificacdo. As rea¢bes foram monitoradas
por Cromatografia de Camada Delgada em silica gel Merck 60GF,45 € 0s produtos
foram purificados por cromatografia em coluna utilizando silica gel (ACROS 0,035-
0,070 mm, 60A).

As analises de RMN de 'H e 13C foram realizadas em um aparelho Varian
VNMRS, operando a 300 e 75 MHz para *H e 13C, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos (6) séo registrados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hz. Os espectros de RMN-H tem seus dados expressos como:
multiplicidade (s, singleto; d, dubleto; dd, duplo-dubleto; t, tripleto; g, quarteto; m,
multipleto e sl, singleto largo), constante de acoplamento e numero relativo de
hidrogénios.

Os espectros de infra-vermelho foram obtidos em um espectrébmetro modelo
Schimadzu-IR PRESTIGIE-21, utilizando pastilhas de KBr ou discos de NaCl. Os
pontos de fusdo foram determinados com equipamento Fisatom 430D.

6.1.2 Sintese do acido ricinoleico

Em um baldo de 500 ml de fundo redondo contendo 200g de biodiesel
metilico de mamona foram adicionados 400 ml de uma solucao alcoodlica de etanol
contendo 40g de KOH. A solucédo permaneceu sob refluxo e agitacdo por 15 min. O
residuo solido obtido é dissolvido em éter etilico seguido da adi¢do de 1L de uma
solucdo aquosa de HCI 10%. Apés, para extracdo do &cido ricinoleico, hexano é
adicionado a mistura e a fase organica é separada e seca com MgSO4, filtra-se e 0

solvente é evaporado em evaporador rotatério.
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6.2 Procedimento geral para a sintese dos derivados 3a-c-e (Método A)

H
N
“NH, O DCC, DMAP o = |N
EtzN, CH,CI _N ™
AN + R OH 3 212 - R)J\H
_ vacc, 26 CH,Cl,, 25 °C, 24 h o
N 3a-c, 3e
1
R= OH
e A o M
a b c e

Em um baldo contendo &cido graxo 2a-c-e (1 mmol), isoniazida 1 (2 mmol), e
10% de DMAP, foi adicionado uma solucdo de DCC (1 mmol) em 3 mL de CH.Cl,
gota-a-gota. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo constante a 25 °C por 24
horas. Apés, o sélido precipitado (subproduto) foi separado por filtracdo e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida, sendo o bruto reacional purificado por coluna
cromatografica utilizando silica-gel como fase estacionaria e gradientes de

hexano:acetato de etila como eluente.

6.3 Procedimento geral para a sintese dos derivados 3 a-g (Método B)

N N/NHz
cl cl o | H o Z N
N~ 1 H |
C

R” “OH - R | - N
28 CH.Cl, DMAP, CH,Cl, H
25 °C, 30 min 25°C,12h O
3a-g
OH
R= = \(v))\/_\(v)/
L Ve Y Y Y Y % — %
a b c d e
T e TN
f g

Em um bal&o contendo &cido graxo 2a-g (1 mmol), uma solucao de cloreto de

oxalila (3 mmol) em 3 mL de CH,CI, foi adicionada lentamente, sendo a mistura
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reacional mantida sob agitacdo constante a 25 °C por 30 minutos. O solvente e 0
excesso de HCI| foram evaporados sob pressao reduzida, ao baldo foi adicionado 5
mL de CH,Cl,, DMAP (1,2 mmol) e isoniazida (1,5 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo constante a 25 °C por 12 horas. Apds, a fase organica foi
isolada, a partir de extracao liquido-liquido utilizando CH,Cl, e 4gua destilada, seca
com MgSO, e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O bruto reacional foi
purificado por coluna cromatografica utilizando silica gel como fase estacionaria e

gradientes de hexano:acetato de etila como eluente.

N-hexadecaisonicotinoidrazida (3a): P.M.: 375 g.mol™. Sélido branco. P.F.: 124-
126 °C. Rend.: 90%. IV (KBr): intensidade (cm™), 1405 (m); 1550 (f); 1598 (F); 2848
(F); 2918 (F); 3030 (m); 3203 (F). RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 0,88 (t, 3H, J
6,4 Hz, CH3); 1,25 (m, 24H, 12CHy); 1,66 (m; 2H, CH,B); 2,33 (t, 2H, J 7,3 Hz,
CHa); 7,61 (d, 2H, 2CH-arométicos); 8,67 (d, 2H, 2CH-aromaticos); 9,42 (s, 1H,
NH); 10,61 (s, 1H, NH). RMN *3C (75 MHz, CDCls): 6 (ppm) 14,1 (CHa); 22,7 — 34,2
(14CHy); 120,9 (2CH-aromaéticos); 138,2 (C-aromético); 150,5 (2CH-aromaticos);
162,6 (CO); 171,7 (CO). Anal. Calcd. para C»,H3702N3: C, 70,36; H, 9,93; N, 11,19;
encontrado C, 69,91; H, 9,95; N, 11,03.

*.octadecaisonicotinoidrazida (3b): P.M.: 403 g.mol™. Sélido branco. P.F.: 125-
127 °C. Rend.: 60%. IV (KBr): intensiadade (cm™), 1409 (m); 1550 (f); 1597 (F); 2848
(F); 2916 (F); 3014 (m); 3215 (F). RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 0,88 (t, 3H, J
6,8 Hz, CHs); 1,25 (m, 28H, 14CH,); 1,69 (m, 2H, CH.B); 2,34 (t, 2H, J 7,78 Hz,
CH0); 7,62 (d, 2H, 2CH-aromatico); 8,7 (d, 2H, 2CH-aromatico); 9,04 (s, 1H, NH).
RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm) 13,9 (CHa); 22,5 — 34 (16 CH,); 121,3 (2 CH-
aromaticos); 139,5 (C-aromético); 150 (2 CH-aromaticos); 163,7 (CO); 172 (CO).
Anal. Calcd. para C,4H410,N3: C, 70,59; H, 10,24; N, 10,41; encontrado C, 70,59; H,
10,37; N, 10,61.

(Z)-N’-octadec-9-enoilisonicotinoidrazida (3c): P.M.: 401 g.mol™. Sélido pastoso
amarelo claro. P.F.: 86-88 °C. Rend.: 88%. IV (NaCl, filme): intensidade (cm-1), 1463
(m); 1645 (F); 1695 (f); 2854 (f); 2926 (F); 3012 (m); 3221 (F). RMN 'H (300 MHz,
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CDCl3): 6 (ppm) 0,80 (t, 3H, J 7,09 Hz, CHg); 1,20 (m, 20H, 10CHy); 1,58 (m, 2H,
CH2B); 1,93 (m, 4H, 2CHjy-alilicos); 2,25 (t, 2H, J 7,4 Hz, CH»a); 5,27 (m, 2H, 2CH-
vinilicos); 7,55 (d, 2H, 2CH-aromatico); 8,57 (d, 2H, 2CH-aromatico); 9,31 (s, 1H,
NH): 10,3 (s, 1H, NH). RMN **C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 14,1 (CHa3); 22,6 — 34
(14CHy); 121 (2 CH-aromaticos); 129,6 (CH-vinilico); 130 (CH-vinilico); 138,2 (C-
aromatico); 150,3 (2 CH-arométicos); 163 (CO); 172,1 (CO). Anal. Calcd. para
C24H3902N3: C, 71,78; H, 9,79; N, 10,46; encontrado C, 71,71; H, 9,74; N, 9,88.

(E)-N'-octadec-9-enoilisonicotinoidrazida (3d): P.M.: 401 g.mol™. Sélido branco.
P.F.: 100-101 °C. Rend.: 60%. IV (KBr): intensidade (cm™), 1411(m); 1550 (f); 1598
(F); 2848 (f); 2920 (F); 3020 (f); 3165 (m). RMN *H (300 MHz, CDCls): é (ppm) 0,88
(t, 3H, J 6,1 Hz, CHg); 1,28 (m, 20H, 10 CHy); 1,67 (m, 2H, CH, B); 1,96 (m, 4H, 2
CHzalil); 2,3 (t, 2H, J 7,5 Hz, CH; a); 5,38 (m, 2H, 2 CH vinil); 7,6 (d, 2H, J 4,8 Hz, J
0,8 Hz, 2 CH anel); 8,66 (d, 2H, J 5,3 Hz, 2 CH anel); 9,10 (s, 1H, NH); 10,12 (s, 1H,
NH). RMN 13C (75 MHz, CDCls): é (ppm) 14 (CH3); 22,6-34,2 (14 CH,); 120,9 (2 CH
aromatico); 130,1 (CH vinilico); 130,5 (CH vinilico); 138,5 (C aromatico); 150,6 (2 CH
aromatico); 162,6 (CO); 171,2 (CO). Anal. Calcd. para C,4H390,N3: C, 71,78; H, 9,79;
N, 10,46; encontrado C, 71,90; H, 9,80; N, 9,88.

(R,2)-N'-(12-hidroxioctadec-9-enoil)isonicotinoidrazida (3e): P.M.: 417 g.mol-1.
Solido branco. P.F.: 68-70 °C. Rend.: 30%. IV (KBr): intensidade (cm™), 1411(m);
1550 (f); 1598 (F); 2848 (f); 2920 (F); 3020 (f); 3165 (m). RMN *H (300 MHz, CDCl3):
0 (ppm) 0,90 (m, 3H, CH3); 1,28 (m, 16H, 8 CH,); 1,52 (m, 2H, CH,B); 1,70 (m, 4H, 2
CHy); 2,02 (m, 2H, CHy); 2,33 (t, 2H, J 7,7 Hz, CH»q); 2,48 (m, 1H); 3,90 (m, 1H
carbindlico); 5,47 (m, 2H, CH, vinilico); 7,63 (d, 2H, 2 CH aromatico); 8,69 (d, 2H, 2
CH aromatico); 9,25 (s, 1H, NH); 10,43 (s, 1H, NH). RMN **C (75 MHz, CDCls): &
(ppm) 14,1 (CH3); 22,6 — 36,8 (13 CH)); 71,64 (1CH-carbindlico); 121,8 (2CH-
aromaticos); 125,4 (2 CH vinilicos); 133 (C-aromatico); 149,2 (2CH-aromaticos);
162,5 (CO); 171,9 (CO). Anal. Calcd. para C,4H390,N3: C, 69,03; H, 9,41; N, 10,06;
encontrado C, 61,08; H, 8,42; N, 9,67.
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(6Z,92)-N'-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida (3f): P.M.: 399 g.mol-1. Soélido
pastoso amarelo claro. P.F.: 70-72 °C. Rend.: 90%. IV (NaCl, filme):intensidade (cm-
1), 1465 (m); 1645 (F); 1695 (f); 2854 (f); 2927 (F); 3010 (f); 3217 (m). RMN *H (300
MHz, CDCls): & (ppm) 0,81 (t, 3H, J 6,8 Hz, CHj3); 1,23 (m, 14H, 7CH,); 1,58 (m, 2H,
CH2B); 1,97 (m, 4H, 2CHy-alilicos); 2,25 (t, 2H, CHa); 2,69 (t, 2H, 2CH bis-alilico);
5,28 (m, 4H, 2CH-vinilicos); 7,56 (d, 2H, 2CH-aromatico); 8,59 (d, 2H, 2CH-
aromatico); 9,21 (s, 1H, NH); 9,68 (s, 1H, NH). RMN *3C (100 MHz, CDCls): & (ppm)
14 (CHg); 22,5 — 34,1 (12CHy); 121,1 (2CH-aromaéticos); 127,8 (CH-vinilico); 128,1
(CH-vinilico); 129,9 (CH-vinilico); 130 (CH-vinilico); 138,4 (C-aromatico); 150,24
(2CH-arométicos); 162,8 (CO); 171,9 (CO). Anal. Calcd. para C,4H3;02N3: C, 72,14,
H, 9,33; N, 10,52; encontrado C, 69,19; H, 9,57; N, 9,32.

N'-(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoilisonicotinoidrazida (3g): P.M.. 397
g.mol-1. Aspecto Fisico e cor: Solido pastoso amarelo fraco. P.F.: 69-71 °C. Rend.:
71%. IV (NaCl, filme):intensidade (cm™), 1465 (m); 1643 (F); 1695 (f); 2854 (f); 2929
(F); 3014 (F); 3223 (m). RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 0,97 (t, 3H, J 7,5 Hz,
CHj3); 1,31 (m, 10H, 5 CHy); 1,64 (m, 2H, CH2B); 2,07 (m, 4H, 2CH, alilicos); 2,32 (t,
2H, J 7,4 Hz, CH»0a); 2,80 (t, 4H, J 5,7 Hz, 2 CH; bis-alilicos); 5,36 (m, 6H, 3 CH,
vinilicos); 7,62 (d, 2H, 2CH aromaticos); 8,67 (d, 2H, 2CH aromaticos); 9,27 (s, 1H,
NH); 10,33 (s, 1H, NH). RMN *3C (100 MHz, CDCls): 6 (ppm) 14,2 (CHs); 20,5 — 34,2
(12CHy); 121,1 (2CH-aromaticos); 127,8 (CH-vinilico); 128,1 (CH-vinilico); 129,9
(CH-vinilico); 130 (CH-vinilico); 138,4 (C-aromético); 150,24 (2CH-aromaticos); 162,8
(CO); 171,5 (CO). Anal. Calcd. para CyH3s02,N3: C, 72,51; H, 8,87; N, 9,78;
encontrado C, 69,73; H, 8,73; N, 9,78.
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Figura 17. Espectro de IV da N'-hexadecaisonicotinoidrazida (3a) em KBr.

%T

1292.31—

1159.22—

1219.01—
B26.87

1
e
1500.62—=
1408 95—
85051

3014.74

2054 95—
G784

3215 34—

Y

i)
=
o
[ia]
=
=

va

1597 .06——

2848 86

1
] 2916.37-"

L A A L L B L L B W
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
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Figura 19. Espectro de IV da (Z2)-N’-octadec-9-enoilisonicotinoidrazida (3c) em NacCl.
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Figura 21. Espectro de IV da (R, Z)-N*-(12-hidréxioctadec-9-enail) isonicotinoidrazida (3e) em NaCl.
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Figura 22. Espectro de IV da (6Z,9Z)-N'-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida (3f) em NacCl.
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Figura 24. Espectro de RMN *H (300 MHz) da N'-hexadecaisonicotinoidrazida (3a).

Fsoz
} 2308

Fioa

Jzoo

F198

18

Tom

tors

0.0

10.0

55



LLFL
LHEC
GE'SE
L6
G 6L
PEEE
=) ol T
BY6E
05 LE
L1FE

2

W
£6'0Z 1 A
Ir=
\.TI
Q
\ZBE
b 051
®
85'Z01
8l bl

Figura 25. Espectro de RMN 13C (75 MHz) da N'-hexadecaisonicotinoidrazida (3a).
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Figura 26. Espectro de RMN *H (300 MHz) da N'-octadecaisonicotinoidrazida (3b).
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Figura 27. Espectro de RMN 13C (75 MHz) da N™-octadecaisonicotinoidrazida (3b).
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Figura 29. Espectro de RMN 13C (100 MHz) da (Z)-N'-octadec-9-enoilisonicotinoidrazida (3c).
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Figura 33. Espectro de RMN 13C (75 MHz) da (R,Z)-N*-(12-hidroxioctadec-9-enoil)isonicotinoidrazida
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Figura 34. Espectro de RMN *H (300 MHz) da N’-(6Z, 92)-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida
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Espectro de RMN 13C (100 MHz) da N’-(6Z, 9Z)-octadeca-6,9-dienoilisonicotinoidrazida
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Figura 36. Espectro de RMN *H
trienoilisonicotinoidrazida (39g).
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(300 MHz) da N’-(9Z, 12z, 15Z7)-octadeca-9,12,15-
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trienoilisonicotinoidrazida (39).
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