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RESUMO

Sintese de diarilpropenaminas e avaliacdo da atividade biologica sobre o
Trypanosoma cruzi e micobactérias

Ana Olivia de Souza
Orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Durin Caballero
Palavras chaves - Doen¢a de Chagas, tuberculose, i vitro, diarilpropenaminas

Neste estudo, os compostos derivados de diarilpropenaminas 3-(4'-bromo-
[1,17-bifenil]-4-il)-3-(4-X-fenil}-N,N-dimetil-2-propen-1-amina (X=-H, -Br, -NH;, -
OCOCH; ¢ -OH) foram sintetizados através de uma acilagdo de Friedel-Crafis
seguida por reagdo de Wittig. Os compostos onde X=-OH e -NH; foram avaliados
sobre as formas tripomastigotas e epimastigota de 7. cruzi ¢ apresemtaram IDs,
respectivamente de 29,1 + 2,1 e 121,7 + 12,0 umol L para tripomastigota e 16,5 +
1,7 e 71,7 £ 6,2 pumol L para epimastigota. A atividade antimicobacteriana dos
derivados de diarilpropenaminas (X=-H, -Br, -OH e -NH;) também foi determinada
frente’ 4 diferentes cepas padrées (ATCC) de Mycobacterium e cepas de M.
tuberculosis isoladas de pacientes portadores de tuberculose e verificou-se potencial

atividade bacteriostatica e bactericida para estes compostos.

HCHN(CH,),

X=-H; -Br, -NH,, -OCOCH,, -OH

Estrutura das diarilpropenaminas



ABSTRACT

Diarylpropenamines synthesis and its evaluation of the biologic activity on
Trypanosoma cruzi and Mycobacteria

Ana Olivia de Souza
Orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Durén Caballero
Key-Words - Chagas disease, tuberculosis, in vitro, diarylpropenamines

In this study, the diarylpropenamines derivatives of 3-(4'-bromine-[1,1-
biphenyl]-4-yl)-3-(4-X-pheny])-N,N-dimethyl-2-propen-1-amine (X=-H, -Br, -NHj, -
OCOCH;s or —~OH), were synthesized through an Friedel-Crafts acilation followed by
Wittig reaction. The effects of the diarylpropenamines, X=-OH and -NH; were
evaluated on the forms trypomastigote and epimastigote of 7. cruzi. The IDsy values
were 29,1 + 2,1 and 121,7 = 12,0 pumol L™ for tripomastigote, respectively, and 16,5
+ 1,7 and 71,7 £ 6,2 pmol L™ for epimastigote, respectively. The antimycobacterial
activity of the diarylpropenamines derivatives (X=-H, -Br, -OH or -NH;) was also
determined. Potential antimycobacterial activity was found to standard strains of
Mycobacterium (ATCC) and M. tuberculosis from clinical specimens.

Br,

HCH,N(CH,),

X=-H, -Br, -NH,, -OCOCH,, -OH

Structure of diaryipropenamines
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ATCC - American Type Culture Collection
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1) Introdugio

1.1) Doenga de Chagas e Trypanosoma cruzi

Primeiramente descrito por Carlos Chagas, o Trypanosoma cruzi é o
agente causador da doenga de Chagas, uma tripanossomiase de natureza
endémica que atinge grande parte do continente americano, principalmente a
América do Sul. Esta enfermidade contamina 16-18 milhdes de pessoas na
América Latina (Dias, 1997; Schmuiiis e col., 1997) e esté relacionada ao nivel
social do homem. Estima-se que no Brasil cerca de 3,5 milhdes de pessoas
estejam infectadas com o 7. cruzi (Siqueira-Batista e col., 1993). Atualmente, a
situagdo da doenga de Chagas no Brasil pode ser considerada estivel com
relagdo as perspectivas de controle, mas ainda é necessario assegurar a
continuidade e a qualidade minima do controle do inseto vetor (Dias, 1997).

Originalmente a fripanossomiase e€ra uma enzootia, acometendo
exclusivamente animais silvestres; entretanto, tornou-se uma zoonose devido
a0 desequilibrio causado pelo maior contato do homem com o domicilio do
agente causador da doenga (Dias, 1989). Embora tipicamente rural, esta doenga
passou por um processo de urbanizagio, resultante das frequentes migragdes
do homem do campo para a cidade e da transmisséio por transfusfio sanguinea
(Shirmer e col., 1995; Sztajzel e col., 1996, Crovato € Rebdra, 1997). A
transfuséio sanguinea é de grande relevéncia na epidemiologia da doenga sendo
a segunda causa mais comum de transmissdo da doenga (Blejer e col., 1999).
Nos Estados Unidos ha registros de transmissdo congénita durante o periodo de
gestagdo (Leiby e col, 1999; Di Pentima e col., 1999) e um aumento no
namero de individuos infectados, 0 que também esta ocorrendo no continente
europeu (Hagar ¢ Ralmmtoola, 1991; Sztajzel e col., 1996).
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O ciclo biolégico do T. cruzi compreende uma fase em insetos vetores
denominados triatomineos - géneros Triatoma, Panstrongylus, Rhodinius, etc -
¢ outra no hospedeiro mamifero, em cujos tecidos se aloja. O triatomineo é um
inseto hematéfago e a contaminagiio do homem se da através da deposigéo de
fezes infectadas na pele ou mucosa do homem, durante ou apés a picada. No
momento da contaminagdo ocorre a penetragio de formas tripomastigotas
metaciclicas do 7. cruzi na corrente sanguinea. Estas formas invadem o sistema
fagocitirio mononuclear (SFM) e se transformam em amastigotas
(intracelular). Em seguida, estas se multiplicam e se diferenciam em
tripomastigotas infectando outras células do organismo (Neves, 1988).

O T. cruzi é um parasita intracelular que invade células nucleadas do
hospedeiro mamifero para sobreviver e se reproduzir (Bronia e col., 1999). O
protozoério promove uma modulagio das fungdes dos macréfagos e pode
sobreviver intracelularmente durante a fase aguda e crémica da infecgdo
(Bogdan e col., 1999; Aliberti e col., 1999).

A doenga de Chagas ocorre em 30% dos individuos infectados com o 7.
cruzi (Tarleton € Zhang, 1999) e apresenta amplo espectro de manifestagdes
clinicas, agudas e cronicas. Os sintomas variam desde simples febre até um
quadro grave de miocardite. Os principais sintomas sdo: febre, edema indolor,
adenomegalia, hepatomegalia ¢ problemas cardiacos. A prevaléncia da fase
cronica leva  lesdes irreversiveis no trato gastrointestinal e cardiaco (Siqueira-
Batista e col., 1993; Andrade € col., 1997).

O envolvimento de componentes do sistema imune foi fundamentado na
presenga de anticorpos circulantes e linfocitos T especificos em pacientes ou
em animais experimentalmente infectados (Kierszenbaum, 1999; Tarleton e
Zhang, 1999). Estudos indicam haver uma imunossupressdo durante a fase
cronica da infecgdo experimental em ratos (Didoli e col., 1999). Nesta fase, o

nimero de parasitas presentes no paciente ¢ baixo, mas o potencial de lesdes
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cardiacas é compardvel ao da fase aguda, onde ha um grande ntmero de
parasitas (Anez e col., 1999).

1.2) Quimioterapia da Doenca de Chagas

Na auséncia de vacina para a prevengéio ¢ de uma quimioterapia segura,
varias tentativas para o tratamento especifico da doenga de Chagas foram
reahizadas. Produtos de origem natural foram utilizados em triagens na busca
de um antichagasico (Durén e col., 1989; De Castro ¢ col., 1994) e um nimero
consideravel de medicamentos sintéticos ja foram ensaiados. Grande parte
destas substincias foram totalmente ineficazes, porém duas, o composto
pitrofurdnico Nifurtimox [3-metil-4-(5’-nitrofurfurilidenoamino)-tetrahidro-
4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido] e o composte imidazélico Benzonidazol (N-
benzil-2-nitroimidazol- 1-acetamida) (figura 1) sdo parcialmente efetivas no
tratamento da fase aguda da doenga em humanos. Desprovidas de atividade na
fase cronica e altamente toxicas (Rassi, 1982; Cangado, 1985; Ferreira, 1988;
Fairlamb, 1990; De Toranzo e col., 1997), ambas produzem efeitos colaterais
agudos em doses terapéuticas e o Nifurtimox causa neurotoxicidade e
desordens digestivas. H4 divergéncias com relagdio ao uso do Benzonidazol,
cujo efeito benéfico € defendido por Andrade e col. (1996) enquanto que, uma
maior precangéio com relagdo a esta terapéutica ¢ recomendada por Bestetti
(1997).

Qs efeitos adversos do Benzonidazol s#o similares aos do Nifurtimox,
os quais sfo distirbios dermatologicos, polineuropatias, distirbios
gastrointestinais, cefaléia e tontura (Ledesma, 1988; De Castro, 1993; Viotti ¢
col,, 1994). Além disso, testes de avaliagio de mutagenicidade também
indicaram que Nifurtimox e Benzonidazol sio potencialmente genotéxicos
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(Nagel, 1987; Souza e col., 1991). Coelhos tratados com ambas as drogas
apresentaram alta incidéncia de linfomas malignos (Teixeira e col., 1990) e o
tratamento de criangas chagisicas com Benzonidazol ou Nifurtimox induziu
alterag3es genéticas em linfocitos periféricos (Gorla e col., 1989). A literatura
também relata o aparecimento de neoplasmas malignos associado ao uso de
Benzonidazol (Bocchi e col., 1998). O Nifurtimox teve sua produgdo reduzida
desde o comego dos anos 90 e nos Estados Unidos somente é encontrado no
Centro para Controle de Doengas. O Benzonidazol nfo é encontrado nos
Estados Unidos, enquanto que no Brasil, é o tmico medicamento
comercializado, especifico para a Doenga de Chagas. A alta prevaléncia de
efeitos indesejados mesmo quando se utilizam baixas doses leva 2 interrupgio
do tratamento (Apt e col., 1986).

CH,
N N :
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Benzonidazol Nifurtimox

Figura 1 - Estruturas dos compostos Benzonidazol e Nifurtimox

Drogas como o Megazol, o Alopurinol, o Itraconazol e o Cetoconazol
(figura 2), desenvolvidas e comercializadas para outros fins terapéuticos,
foram avaliados para o tratamento da doenga de Chagas (Filardi e Brener,
1982; Avila e col, 1987, De Castro e Meirelles, 1987; Fairlamb, 1990;
Gallerano e col., 1990; Urbina e col., 1991, 1996ab).

Os derivados azélicos como Itraconazol e Cetoconazol se mostraram
efetivos in vitro e in vivo contra o T. cruzi (Raether e Seidenath, 1984; McCabe

e col., 1984; 1987; Beach e col., 1986). Estudos em modelos experimentais



(McCabe, 1988) e ensaios clinicos (Moreira e col., 1992; Brener e col., 1993)
demonstraram que estes compostos sdo bastante eficazes em suprimir a
proliferagdo do parasita, no entanto, sdo incapazes de induzir uma total cura
parasitologica, particularmente na forma crénica da enfermidade. Urbina e col.
(1996ab) utilizaram estes compostos para produgdo de complexos com ions
metilicos de transicio que tém maior atividade contra o 7. cruzi ¢ menor
toxicidade as células hospedeiras in vitro. Por outro lado, estes complexos
apresentam baixa atividade in vivo.

O derivado bis-triazélico, ICI 195,739 - (R,S)-2-(2,4-difluorfenil)-1-(3-
[(2)-4-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)stiril]-1,2,4-mazol- 1-il)-3-(1,2,4-triazol-1-
il)-propan-2-ol é um composto racémico. Seu enantibmero - R(+) DO0870
(figura 2) - ¢ mais ativo que Cetoconazol in vitro contra o 7. cruzi, sendo
responsavel pela maior parte da atividade do ICI 195,739. Em modelo
experimental na fase aguda, o D0O870 foi 30-50 vezes superior ao Cetoconazol
ou Nifurtimox em prolongar a sobrevivéncia de animais infectados com a cepa
Y de 7. cruzi. Também promoveu 60-70% de cura parasitolégica nos animais
infectados, 0 que n3o ocorreu com as drogas atualmente empregadas mesmo
em doses maiores. Resultados similares foram obtidos em um modelo crénico
da doenga (Maldonado e col., 1993; Urbina e col,, 1991; 1995; 1996ab).
Apesar da alta eficiéncia em testes in vitro e animais experimentalmente
infectados, o desenvolvimento do composto D0870 foi interrompido devido a
variabilidade na farmacocinética. O derivado triazolico SCH56592 tem
atividade tripanossomicida comparavel ou superior ao D0870 e se apresenta
como bom candidato para triagem clinica em pacientes cronicamente
infectados (Urbina, 1998).
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Figura 2 - Estruturas do Alopurinol, 22,26-Azasterol, Itraconazol, D0870 e

Cetoconazol.

O tratamento combinado com compostos 22,26-azasterol (AZA) e
Cetoconazol produziu cura parasitolégica de animais infectados com T. cruzi
(Urbina e col., 1996ab), corroborando evidéncias da literatura que sugerem a
baixa eficiéncia dos az6is comercialmente disponiveis para erradicar o I. cruzi
em humanos ou em infecgiio experimental quando usados isoladamente
(McCabe, 1988; Moreira e col., 1992; Brener e col., 1993).



Barrett ¢ col. (1982) iniciaram o estudo de derivados de
diarilpropecnaminas. O composto  3-(4'-bromo-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-
clorofenil)-N,N-dimetil-2-propen-1-amina, também designado pela sigla 353C
(5b, esquema 1) foi estudado em camundongos infectados com quatro
diferentes cepas do T. cruzi. Utilizando-se as cepas BG, peruana, MI
(argentina) ou Y (brasileira), a administragio cronica (30 dias) deste composto
como sal de tartarato, nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg foi capaz de erradicar
totalmente os parasitas em 45, 81 e 95% dos camundongos infectados,
respectivamente. O composto ainda revelou-se aproximadamente 10 e 20 vezes
mais ativo do que o Benzonidazol e o Nifurtimox, respectivamente (Barret e
col., 1982; Neal ¢ Bueren, 1988). Um estudo comparativo de susceptibilidade
de vérias drogas em cinco diferentes cepas de T. cruzi, in vivo e in vitro,
indicou também que este composto 353-C apresenta consisténcia na sua
atividade nas cinco diferentes cepas testadas juntamente com Nifurtimox e
Benzonidazol (Neal e Bueren, 1988).

Derivados de 3-(4'-bromo-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-X-fenil)-N,N-dimetil-
2-propen-1-amina (5a-h, esquema 1, pagina 25) foram estudados em nosso
laboratério (De Conti e col., 1996ab) e obtidos por uma rota sintética em duas
etapas conforme o esquema 1. Estes derivados de dianlpropenaminas sdo
caracterizados por uma substituicdo na posicio para do anel fenila e
apresentam isémeros geométricos E ¢ Z (De Conti e col, 1996ab).
Estruturalmente, apresentam propriedade cationica anfifilica que consiste de
um grupo amina basico, ligado por uma cadeia curta a grupos aromaticos
hidrofébicos (Liillmann e col., 1978).

A atividade tripanossomicida destas diarilpropenaminas foi avaliada in
vitro para os trés estigios evolutivos do 7. cruzi. As trés formas do ciclo de
vida do parasita (amastigota, epimastigota ¢ tripomastogota) foram
susceptiveis a estes compostos, sendo que os derivados Sa e Sc apresentaram
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melhor atividade tripanossomicida dentre a série estudada. Observou-se uma
eficacia de 10-15 vezes maior do que o Nifurtimox e Violeta Genciana,
utilizada no tratamento profilatico em bancos de sangue (De Castro e col.,
1994; De Conti € col., 1996ab). Particularmente o composto 5¢ foi altamente
eficiente quando administrado em animais experimentalmente infectados,
havendo uma redugfo da parasitemia (Pereira e col., 1998).

Os derivados de diarilpropenaminas foram avaliados para a toxicidade
aguda sobre a bactéria Escherichia coli e a citotoxicidade em células
fibroblasticas de hamster chinés. Nas duas metodologias utilizadas os
resultados foram similares sendo os compostos Sa, 5b, Sc¢, 5d ¢ 5h os menos
toxicos (De conti e col., 1996ab; 1998).

Em um estudo de toxicidade em ratos e cdes para o derivado 5b, Barret
e col. (1982) demonstraram ndo haver comprometimento hematolégico,
bioquimico ou histopatolégico nestes animais. Dados preliminares também
sugerem que o composto Sa ndo induz alteragSes comportamentais ou
neurolégicas em ratos (Pereira, 1999),

Embora a quimioterapia da doenga de Chagas compreenda uma area de
pouco interesse para a indfstria farmacéutica, uma vez que, qualquer programa
de pesquisa nesta érea envolveria custos elevados pouco justificiveis do ponto
de vista econémico (Gutteridge, 1987), o desenvolvimento de novas drogas
mais ativas ¢ menos téxicas, potencialmente dteis no tratamento etiolégico da
doenga de Chagas ainda se faz necessario, em vista do grave problema médico-
social a qual se constitui. Deve-se considerar também o alto custo financeiro
no que diz respeito a gastos com drogas, marcapassos e intervengdes cirurgicas
(transplante cardiaco, corregéio de megaesofago e megacolon) decorrentes
dessa doenga, bem como a incapacitagdo do individuo para o trabalho que
exige esforgo fisico, principalmente do homem do campo (Siqueira-Batista e
col., 1993).
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No estudo racional para a quimioterapia da doenga de Chagas a
estratégia basica consiste em explorar diferengas bioguimicas entre parasita e
hospedeiro. Neste sentido, o objetivo € a identificagfio de aspectos bioquimicos
do parasita que sejam essenciais para a sua sobrevivéncia e preferencialmente
ausentes em mamiferos e ainda, o isolamento e caracterizaglio de sitios-alvos
no parasita. As novas drogas interferem nas etapas enziméticas do
metabolismo do parasita. Dentre estas substancias destacam-se os inibidores da
biossintese do ergosterol, inibidores de proteases, inibidores da tripanotiona
redutase, furmarato redutase, topoisomerases, proteases, etc. (Cazzulo e col,,
1997; De Craecker e col., 1997, DoCampo e Schmudiis, 1997; Souza e col,,
1998; Bond e col., 1999; Croft, 1999; Turrens e col., 1999).

1.3) Tuberculose e Mycobacterium

O género Mycobacterium ¢ representado principalmente pelo M.
tuberculosis e outras espécies como o M. bovis, M. avium, M. malmoense, M.
ulcerans, M. kansasii, M. cellatum, M. scrofulaceum, M. paratuberculosis, M.
gordonae, M. fortuitum, M. chelonei, M. xenopi e, etc. (Burnett ¢ col., 1978).
Muitas infecgdes micobacterianas, caracterizadas por lesdes necrosantes na
pele e causadas por M. uicerans, M. marinum e M. haemophilum estio
surgindo (Dobos e col, 1999). Outra forma de tuberculose ¢ a hepatica,
denominada tuberculose hepatobiliar, cujos sintomas acometem principalmente
o trato hepatobiliar (Alvarez, 1998).

O M. avium e o M. intracellulare formam o complexo M. avium (MAC)
e estas sdo as micobactérias mais frequentemente encontradas em pacientes
HIV infectados (Heifets, 1996). As infecgdes causadas por estes
microrganismos nio sio transmitidas de uma pessoa para outra (Horsburgh e
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col., 1994), embora infecgdes disseminadas causadas por MAC tenham
ocorrido em mais de 24% de pacientes HIV-positivos nos Estados Unidos
(Horsburgh, 1991; Horsburgh e col., 1991). A maior frequéncia de infecgdes
pelo complexo MAC ocorre em casos avangados de AIDS devido a deficiéncia
do sistema imunolégico (Nightingale e col., 1992; Mayaud e Cadranel, 1999).

O M. tuberculosis, agente etiolégico da tuberculose, foi isolado e
descrito em 1882 por Robert Koch. Nos tltimos 200 anos a tuberculose foi
responsavel pela morte de 1 bilhdo de pessoas. Nos Estados Unidos na década
de 1980, ja havia sido quase totalmente eliminada, mas reemergiu
apresentando cepas resistentes a quimioterapia existente (Brock e col., 1994;
Hart e col., 1996). Em 1993, a Organizagdo Mundial de Saide a declarou como
uma infeccdo de emergéncia global e implementou varios programas para o
seu controle. Apesar dos esforgos, em 1995, o mimero de 6bitos causados pela
tuberculose foi maior do que em qualquer outro ano na histéria. Em 1997,
houve mais de 7 milhdes de novos casos, e 0 nimero de 6bitos atingiu 3
milhdes (World Health Organization, 1998).

O elevado niimero de individuos infectados se deve, pelo menos em
parte, a alta incidéncia em pacientes HIV-positivos. Pacientes co-infectados
com HIV e tuberculose apresentam 5-10% de probabilidade de manifestagdo
da doenca (Dolin e col, 1994; Duncan, 1997) e em paises da Africa a
tuberculose ocorre em mais da metade dos individuos HIV-infectados (De
Cock e Chaisson, 1999). No Brasil, apesar dos esforgos do Programa de
Controle Nacional da Tuberculose, os dados apontam para 90 mil novos casos
¢ mais de 5 mil mortes por ano (Brasil, 1999). Especificamente no estado de
Sdo Paulo, ocorre 18.000-19.000 novos casos/ano, totalizando 1.500
mortes/ano. Quando associada com doengas como a AIDS e/ou diabetes, o
problema se agrava levando 4 5.000 Obitos/ano (Centro de Vigilancia
Epidemiolégica do Estado de Sdo Paulo, 1998). As dificuldades encontradas
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pelos programas de controle da tuberculose nmo Brasil ¢ no mundo séo
agravados por problemas sociais como a pobreza ¢ o uso de drogas (DeRiemer
e col., 1999).

Micobactérias sfo organismos cuja parede celular é composta de
arabinogalactanas (polissacarideo ligado a um peptideoglicano por um
trissacarideo) e acidos micdlicos de cadeia longa ramificada (figura 3) (icidos
graxos esterificados, a-ramificado, B-hidroxilado) (Brennan, 1989; Daffe e
col., 1990).

H H

R1 TFCOO -
HR2

Figura 3 - Representagio esquematica da estrutura de acidos micolicos. R1 e R2 séo
hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa.

Embora o método de Gram nio seja eficiente para a classificagfio das
micobactérias em Gram (+) ou Gram (-), estas sfo coradas pelo método de
"Ziehl Neelsen” e podem ser consideradas Gram (+) verdadeiras (Brock e col.,
1994). Ha mais de 85 espécies de micobactérias e apenas poucas espécies so
patogénicas para 0 homem. A infecgdio se manifesta principalmente quando o
individuo apresenta deficiéncia do sistema imunolégico (Bannister e col.,
1996).

O M. tuberculosis tem um crescimento lento, que provavelmente esti
relacionado ao cariter hidrofébico da parede celular que a torna fortemente
impermeavel aos nutrientes (Brock e col., 1994). Sdo bacilos imdveis e curvos,
nio esporulam e ndo formam cépsula definida, contém granulos caracteristicos
de glicogénio e polimetafosfato (inclusdes de volutina), além de grandes

mesossomas. As paredes celulares contém até 60% de lipideos, comparados



Introduciio 12

aos 20% e 25% presentes nas paredes celulares das bactérias Gram (-) e Gram
(1), respectivamente. A perda da parede celular pode afetar substancialmente a
velocidade de crescimento e a- patogenicidade de micobactérias que sdo
capazes de sobreviver sem a parede celular ou na forma protoplasmica.
Consequentemente, a regeneragdo das micobactérias é essencial para a
manifestagio da infecgdo (Grange, 1992).

O M. tuberculosis é um parasita aerébio facultativo, intracelular ou
extracelular. Pode permanecer vidvel por longos periodos sem apresentar
multiplicagdo (Wayne, 1976; Wayne e Lin, 1982) e este estado de laténcia é o
resultado da adaptagdo a anaerobiose ou aos efeitos micobacteriostiticos dos
macréfagos. A patogenicidade dos bacilos e a lesdo que se desenvolve na
tuberculose estdo relacionados com os constituintes celulares do
microrganismo: proteinas, polissacarideos e lipideos (Burnett e col., 1978).

A tuberculose é uma doenga infecciosa ¢ granulomatosa, cujo
microrganismo causal tem predilegdo principalmente pelos pulmées, porém
também infecta a pele, ossos, rins, meninges e nédulos linfaticos. Em contraste
com estas infecgdes localizadas, a doenga pode assumir a forma de uma
infecgdio generalizada envolvendo um ou mais orgéos, ou ainda, pode aparecer
como uma simples bronquite. No paciente com pouca resisténcia imunolégica
a tuberculose pode ser fulminante, resultando na destruigio dos orgdos
afetados em poucos meses (Burnett e col., 1978).

E conveniente distinguir dois tipos de tuberculose humana: priméria e
pds-priméria (ou re-infecgdio). A infecgdo primaria ocorre quando o individuo
entra em contato pela primeira vez com o bacilo e frequentemente resulta da
inala¢éio de fluidos ou particulas contaminados com a micobactéria. Esta se
estabelece no pulmdo e se multiplica no interior dos macréfagos. Uma reagdo
de hipersensibilidade do tipo tardia resulta na formagéio de agregados de

macrofagos ativados, denominados tubérculos. Em individuos com baixa
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resisténcia imunoldgica as micobactérias niio sdo efetivamente controladas e
uma infecgdio pulmonar aguda se instala, causando extensiva destrui¢#o dos
tecidos do pulméo, disseminag#o das micobactérias para outras partes do corpo
e morte.

Em muitos casos a infec¢fio aguda ndo se desenvolve, permanece
localizada, entrando em laténcia. Esta infecgdo imicial hipersensibiliza o
individuo 4 micobactéria ou aos produtos do seu metabolismo.
Consequentemente, uma resposta imunolégica imediata é esperada em
subsequentes infecgGes. No caso de re-infecgéio (infecgfio pés-priméria) o
processo serd cronico envolvendo destruigdo dos tecidos do pulmdo,
cicatrizagdo parcial e baixa disseminagéio das lesSes dentro dos pulmdes
(Brock e col., 1994). Os bacilos ainda podem permanecer viaveis nos tecidos,
apresentando baixo metabolismo e consequentemente nfo sendo efetivamente
eliminados pelas drogas ou pelo sistema imune (Grange, 1992; 1997). A
atividade do sistema imune nfio acompanha a velocidade de replicagdo da
micobactéria e a tuberculose se instala.

Introduzido em 1921, o processo de imunizagio com a vacina BCG
(Bacille Calmette-Guérin) ¢ utilizado mundialmente na prevengiio da
tuberculose, mas apresenta algumas limitagdes. Sua efetividade ¢ objeto de
discussfio e controvérsias porque o gran de eficacia varia de zero a 80%
(Brasil, 1994). Uma nova vacina, com diferentes mecanismos de agéo ¢ alvos
antigénicos estd sendo desenvolvida com o objetivo de conferir imunidade ao
individuo (Bonato e col., 1998; Lowrie ¢ col., 1998, 1999; Silva e col., 1999).
Ainda assim, a quimioterapia da tuberculose € o principal fator no controle da
doenca e a incidéncia de cepas multi-droga-resistentes contribui para a
urgéncia na identificagfio de novos compostos (Shawar e col., 1997).



Introduciio 14

1.4) Quimioterapia da Tuberculose

O sucesso inicial da quimioterapia ocorreu em meados de 1940 com a
introdugdo da Estreptomicina (figura 4), mas num periodo de 3 meses, os
pacientes ja apresentavam microrganismos Estreptomicina-resistentes (Medical
Research Council Investigation, 1948 - citado em Grosset 1996).

O surgimento de resisténcia em muitas espécies bacterianas ¢é
conhecido. Micobactérias naturalmente sfio resistentes aos antibidticos mais
comuns ¢ agentes quimioterapéuticos, provavelmente devido a alta
hidrofobicidade da célula que atua como uma eficiente barreira de
permeabilidade (Nikaido e Jarlier, 1991). Dados da literatura mostram que em
paises da Europa ¢ nos Estados Unidos ha alto indice de cepas resistentes
(Flament-Saillour e col., 1999; Centers for Diseases Control, 1999).

Figura 4 - Estrutura da Estreptomicina e Rifampicina

O M. tuberculosis se parece com outras bactérias com relagiio ao
mecanismo de resisténcia desenvolvido contra antibiéticos de amplo espectro
como Rifampicina, aminoglicosideos (por ex. Estreptomicina, Kanamicina) ou
fluorquinolonas (Ofloxacina, Sparfloxacina). O processo geralmente envolve
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mutagdo genética nos sitios alvo de agfio das drogas. Ha varios estudos sobre o
desenvolvimento do mecanismo de resisténcia de agentes antimicobacterianos
(Raynauld e col., 1999) ¢ sobre a prevaléncia de cepas resistentes (Duval e
col., 1999).

Considerando que pelo menos duas ou mais drogas sdo necessérias para
evitar a emergéncia de resisténcia ao M. tuberculosis como resultado de uma
mutagdo espontéinea e que a resisténcia as drogas cléssicas como a Isoniazida e
rifamicinas € critica, a identificagdo de novos agentes anti-tuberculose se faz
necessario (Snider e Rooper, 1992; Riley, 1993; Bloch e col., 1994).

O complexo M. avium-intracellulare apresenta uma diversificada forma
de resisténcia aos antimicobacterianos. Este fato estd mais relacionado a
impermeabilidade da célula do que as modificagSes genéticas, como no caso
do M. tuberculosis (Suzuki e Inamine, 1994; Williams e col., 1994),

H4 muitas explicages para a ocorréncia de resisténcia as drogas. Estas
razdes incluem a prescrigio de quimioterapia inadequada, ndo aderéncia dos
pacientes aos esquemas de tratamentos e também a deficiéncia dos programas
de controle da tuberculose (Mahmoudi e Iseman, 1993; Burns e col.,, 1994).
Além disso, ha o problema da grande mobilidade e migragiio da raca humana
(Mckenna e col., 1995; Sepkowitz e col., 1995, Grange, 1997).

A emergéncia de resisténcia aos agentes antimicobacterianos, embora
ndo seja um problema novo, se agrava em pacientes infectados com HIV que
apresentam a tuberculose multi-droga-resistente (TB-MDR). Pacientes
infectados com HIV apresentam 0,2% de probabilidade de desenvolver a
tuberculose multi-droga-resistente e o tratamento ¢ extremamente dificil
(Iseman, 1993). Nos Estados Unidos a eficicia do tratamento da multi-droga
resisténcia estd em tomo de 50% e apresenta 22% de mortalidade (Cohn,
1995).
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De grande relevincia no ressurgimento da tuberculose, pacientes HIV-
infectados apresentam alta prevaléncia de tuberculose e um risco elevado de
rapida progressdo da infecgfio, manifestagio da infecgdo primaria ou re-
infeccdo (De Cock e Chaisson, 1999). Estas infecgdes contribuem
substancialmente para a morbidade ¢ mortalidade e sio dificeis de serem
controladas com a quimioterapia atual. Sabe-se que grande niimero dos casos
de tuberculose sio o resultado de reativagdo de tuberculose pré existente
(Barry, 1997).

A parede celular bacteriana ¢ um alvo efetivo para agentes
antibacterianos, os quais s#o ineficientes contra micobactérias, pois a parede
celular pode atuar como uma barreira impermeavel a muitos agentes (David,
1981).

O M. tuberculosis infecta principalmente células do sistema reticulo
endotelial (SRE), especificamente macréfagos. Para uma terapia efetiva, as
drogas devem atingir o interior das células em concentragdes bacteriostaticas
ou bactericidas (Oh e col, 1995). A quimioterapia da tuberculose envolve
varios compostos que sdo usados em associagio sem haver alteragio das
propriedades farmacocinéticas (Gurumurthy e col, 1999). Em condigdes
favordveis, 6 meses de quimioterapia sio suficientes para resultar na cura de
mais de 98% dos pacientes. Embora grande parte dos bacilos em uma
reinfec¢dio sejam mortos em uma ou duas semanas, a terapia deve ser mantida
por pelo menos 5 meses para total eliminagdo dos bacilos remanescentes
(Grange, 1992).

Drogas de primeira linha como a Isoniazida, Pirazinamida ¢ Etambutol
(figuras § e 6) sdo altamente especificas para o tratamento da tuberculose e sio
utilizadas em associagio com antibiéticos de amplo espectro como,
Rifampicina, Estreptomicina e fluorquinolonas (figuras 4 ¢ 6). A supressdo de

mutantes resistentes s6 € possivel pela associagdo das drogas disponiveis para a
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quimioterapia, sendo cada droga ativa contra um tipo de mutante resistente
(Grosset 1996; Heym e Cole, 1997).

A Estreptomicina foi o primeiro antibiético usado para o tratamento da
tuberculose, pertence a familia de aminoglicosideos. Amplamente usada na
monoterapia é uma das principais drogas pela qual o M. mberculosis
desenvolveu resisténcia (Canetti e col., 1964).

A Rifampicina (figura 4) derivado semi-sintético das rifamicinas tem
carater lipofilico ¢ ¢ de grande importincia na quimioterapia da tuberculose
porque reduz o tempo de tratamento da doenga. Um outro aspecto importante é
a sua contribuicdo aos estudos de afinidade de drogas pelo sitio alvo em
tuberculose (Barry, 1997). Analogos sintéticos tem sido preparados, como a
Rifabutina, SPA-S-565, Rifapentina ¢ mais recentemente 0 KRM-1648; no
entanto tais compostos nio apresentaram grande impacto sobre o tratamento da
tuberculose (Grosset, 1989).

Um nimero limitado de drogas de segunda linha estfio disponiveis para
o tratamento da tuberculose multi-droga-resistente, dentre elas a Amikacina,
Capreomicina, Cicloserina, Etionamida, Kanamicina, Clofazimina e
fluorquinolonas. Com excegdo das fluorquinolonas, a maioria destes
compostos tem eficacia limitada e a administragio prolongada é
freqilentemente acompanhada por severos efeitos colaterais (Heym e Cole,
1997).

A Isoniazida (hidrazida do &cido nicotinico) (figura 5) ¢ altamente
especifica para o M. tuberculosis ¢ apresenta pouca ou nenhuma atividade
sobre as outras micobactérias ou bactérias. E uma pré-droga que requer
ativaglio por uma enzima micobacteriana endogena, antes de exercer seu efeito
bactericida sobre o alvo celular (Zhang e col, 1992). Desta forma, ¢la
apresenta um perfil terapéutico relativamente seguro. E bactericida e atua por
inibico da sintese de 4cidos micélicos na parede celular (Inderlied, 1991). E
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efetiva, livre de toxicidade, de baixo custo e facilmente absorvida quando
administrada por via oral. Entretanto, a resisténcia a Isoniazida e outras drogas
estd aumentando em uma proporgdo alarmante, especialmente em pacientes
HIV-positiiros (Hart e col., 1996). Em associagdo com a Rifampicina contribui
para a redugéio do tempo de tratamento da tuberculose.

5 o o

N N

isoniazida Nicotinamida Pirazinamida

Figura 5 - Estrutura da Isoniazida, Nicotinamida e Pirazinamida.

A Pirazinamida ¢ o Etambutol (figuras 5 ¢ 6) sio efetivos contra o M.
tuberculosis, mas sio menos ativos contra as outras espécies de micobactérias
(Takayamﬁ e Kilbumn, 1989). A Pirazinamida, anilogo de Nicotinamida
(figura 5), ¢ uma pro-droga que requer desamidagio por enzima
micobacteriana enddgena, para formar 4cido pirazdico (Butler ¢ Kilburn,
1983). Introduzida em 1952, seu mecanismo de acdo € desconhecido e sabe-se
que ha necessidade de pH 4cido para sua atividade no interior de vesiculas
citoplasméticas ou lisossomas (Heym e Cole, 1997).

O Etambutol ¢ uma droga efetiva e especifica com atividade
bacteriostatica. Nio apresenta nenhum efeito sobre a viabilidade e
metabolismo de células que ndo estejam em crescimento. Suspeita-se que o
mecanismo de agdio atue sobre o metabolismo de 4cidos nucléicos, sintese de
acidos micélicos, metabolismo de fosfolipideos e sintese de arabinogalactanas
(Forbes e col., 1965; Kilburn e Greenberg, 1977; Takayama e Kilburn, 1989).
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Figura 6 - Estrutura do Etambutol e fluorquinolonas (X=-CH, -CF, -N; -R1, -R2 e -
R3 podem ser qualquer 4tomo ou grupo).

Outras drogas como Oxazolidinonas, Gangamicina, Acridinonas e
quinolonas também sdo usadas na quimioterapia (Duncan, 1997). Um grande
mimero de quinolonas serd avaliado nos proximos anos. Muitos
aminoglicosideos efetivos contra M. tuberculosis, como Xanamicina,
Viomicina ¢ Paromomicina deverfo ser usados em infecgdio multi-droga-
resistente (Bates, 1995) e analogos de Clofazimine parecem ter substancial
atividade contra M. tuberculosis (Jagannath e col., 1995). Hi pesquisas na
busca de novas quinolonas (Artico e col., 1999) e as fluorquinolonas (figura 6)
apresentam amplo espectro de atividade contra bactérias Gram (-), Gram (+) e
micobactérias (Domagala, 1994; Klopman e col. 1995). Entretanto, recentes
estudos mostram que fluorquinolonas podem inibir topoisomerases de
eucariontes, levando & danos no DNA ou toxicidade celular ao hospedeiro
(Wentland e col., 1993).

A inibi¢do da sintese de lipideos em micobacténas ¢ considerada como
uma das alternativas para prevenir o crescimento micobacteriano pelas drogas
antituberculose (Ratnakar ¢ col, 1995). Fluorquinolonas sfo drogas
relativamente lipofilicas, cuja via de penetragdo ¢ principalmente através dos
residuos lipidicos da parede celular da micobactéria (Kocagoz e col., 1996).
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Dentre as novas fluorquinolonas, Ofloxacina e Ciprofloxacina parecem
ser as mais ativas. Ofloxacina ¢ uma das drogas de segunda linha mais potentes
em bacilos de M. tuberculosis intracelular e extracelular (Heifets, 1987;
Rastogi ¢ Goh, 1991), entretanto, deve ser usada em associagdo com outras
drogas antituberculose pois sua eficicia é reduzida quando empregada
isoladamente no tratamento da tuberculose pulmonar humana (Tsukamura e
col., 1985). A sua melhor absor¢io e prolongado tempo de meia vida
favorecem sua utilizagiio em estudos clinicos. Sparfloxacina é duas ou trés
vezes mais potente que Ciprofloxacina ou Ofloxacina e apresenta excelente
atividade #n vivo. Entretanto, tem ocorrido resisténcia clinica & Ciprofloxacina
e Ofloxacina (Leysen e col., 1989; Witzig ¢ Franzblau, 1993; Alangaden e col.,,
1995).

Atualmente ha muitas drogas com excelente potencial para a luta contra
a tuberculose (Hart ¢ col, 1996). Embora os produtos de origem natural
possuam grande potencial terapéutico, estes estdio sendo explorados
gradativamente com relagdo a atividade antimicobacteriana (Cantrell e col.,
1998; McCutcheon € col., 1997; Shawar e col., 1997; De Souza ¢ col., 1999).

A toxicidade de drogas como Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida,
foi determinada hé duas décadas (Girling, 1978) e embora altamente téxicas,
estas sdo as utilizadas atualmente para o tratamento da infecgdo. Novas drogas
tém sido ensaiadas com o objetivo de se estabelecer uma quimioterapia mais
efetiva, com menos efeitos colaterais ¢ com um periodo de tratamento mais
curto (Barry, 1997). Estes s3io os principais desafios de uma nova
quimioterapia para a tuberculose e muitas outras infecgdes (Hart e col., 1996,
Yew e Chau, 1996).

Recentes avangos na biologia molecular e bioquimica das micobactérias

definirio melhor a compreensio do mecanismo de agdo das drogas atuais e
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contribuirdo para a descoberta de novos agentes antimicobacterianos (Barry,
1997; Duncan, 1997).

Na identificagdo de um novo composto com atividade farmacolégica, o
desenho racional e as triagens aleatérias s#o duas consideragSes importantes. O
desenho racional deve ser utilizado quando ha um conhecimento especifico do
alvo, como as caracteristicas de uma enzima-substrato ou seu mecanismo de
agdo, on quando a estrutura tridimensional da proteina é conhecida. Por outro
lado, a triagem aleat6ria é uma ferramenta muito efetiva em situages nas quais
ndo hd uma via bioquimica racional ébvia como alvo. O descobrimento de um
inibidor fornecer subsidios para a elucidagdo das caracteristicas do sitio alvo.
Este tipo de triagem, ainda permite que uma ampla variedade de drogas com
diferentes propriedades estruturais seja avaliada quanto is propriedades
farmacoldgicas. Quanto maior o namero de amostras ensaiadas, maior 2
probabilidade de descoberta de um novo agente terapéutico (Duncan, 1997
Mata, 1997).

1.5) Testes de Citotoxicidade

Além da avaliacdo da atividade terapeiitica de um composto, ¢é
imprescindfvel a determinagio da toxicidade, pois nenhuma substincia
quimica de origem sintética ou natural pode ser considerada totalmente segura
(livre de riscos). Qualquer agente quimico é téxico em algum nivel de dosagem
e o risco de exposigio a esses agentes pode ser estimado, sob condigdes
especificas (Berkovitz e Katzung, 1994).

Novas drogas devem ser submetidas a testes de toxicidade antes de
serem introduzidas na terapéutica (Freshney, 1994). Este procedimento,

consome grande nimero de experimentos em animais, 0s quais acarretam alto
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custo financeiro e envolvimento com aspectos éticos, questionados por
entidades protetoras de animais. As pressdes sdo de ordem econdmica e social,
estimulando a realizagdo dos testes de toxicidade in vitro (citotoxicidade)
(Seibert e col., 1996). Os testes de toxicidade in vitro permitem a selegio dos
testes a serem realizados in vivo, uma vez que podem fornecer informagdes
sobre os orgdos ou organelas mais afetados (Stark e col., 1986). A utilizacéo de
diferentes testes in vitro sio fundamentais para a selegdo racional de testes a
serem usados in vivo (Seibert e col., 1994).

Os testes de citotoxicidade aplicados & diferentes organelas celulares sdo
de utilidade consideravel (Renzi e col., 1993). Dentre estes, destacam-se o da
redugdo do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT)
(figura 7), que avalia a atividade da enzima succinato desidrogenase (Denizot
e Lang, 1986), o da incorporagdo do corante hidrocloreto de [3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina] vermelho neutro (VN) (figura 7), que avalia a
fungdo dos lisossomas (Riddell e col., 1986) e a quantifica¢gio do contetido de
DNA (Cingt e col., 1991).

CH,
N)—CH,

VN

Figura 7 - Estrutura do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
(MTT) e do corante hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina]

vermelho neutro (VN).
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O ensaio da redugio do sal hidrossolivel MTT pela enzima
mitocondrial succinato desidrogenase, origina como produto o formazan, de
cor azul e soluvel em solventes organicos. Desenvolvido por Mosmann (1983),
estima o mimero de células vidveis e avalia os efeitos citotéxicos
apropriadamente. A incorporagio do corante vermelho neutro avalia a
quantidade de células viaveis (Borenfreund ¢ Puerner, 1984). Fracamente
catibnico e hidrossoliivel, este corante permeia pelas membranas celulares por
difusdo ou micropinocitose e se concentra nos lisossomas funcionais, onde
estabelece ligagSes com grupos carboxilicos ou fosféricos da matriz lisossomal
(Repetto e Sénz, 1993). A quantificagio do conteddo de DNA (acido
desorribonucléico) na cultura de células, possibilita a estimativa da capacidade
proliferativa das células (Cingi e col., 1991).
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2) Objetivos Gerais

O objetivo geral deste estudo se subdivide em 2 aspectos :
a). Sintese de derivados de diarilpropenaminas.
b). Determinagdo da atividade antimicobacteriana e tripanossomicida dos
derivados de diarilpropenaminas.

2.1) Objetivos especificos

a). Sintese e caracterizagdo dos derivados de diarilpropenaminas (Sa e 5¢) e
separagdo dos respectivos isdmeros geométricos E € Z.

b). Sintese e caracterizagdo de dois novos derivados de diarilpropenaminas (51
e 5i).

¢). Determinagio da atividade tripanossomicida dos derivados de
diarilpropenaminas (51 ¢ Si) em formas amastigota, epimastigota e
tripomastigota de 7. cruzi.

d). Avaliagdo da citotoxicidade dos derivados de diarilpropenaminas (51 e 5i)
em células fibroblasticas de mamiferos.

¢). Determinagdo da atividade antimicobacteriana dos derivados de
diarilpropenaminas (5a, Sc, 51 e 5i).



Experimental 25

3) Experimental

Na parte experimental descrevemos a:
a). Sintese dos compostos 3-(4'-bromo-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-X-fenil)}-N,N-
dimetil-2- propen-1-amina (Sa, Sc, §j, 51 e §i) e 3-{1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-
hidroxifenil)-N,N-dimetil-2- propen-1-amina (21, pagina 47).

b). Ensaios biologicos in vitro para determinagio das atividades
tripanossomicida dos compostos SL 5i ¢ 21 ¢ antimicobacteriana dos
compostos 5a, SaF, 5aZ, Sc, ScE, 5¢Z, 5§, 51, Sie 21.

c). Avaliagio da citotoxicidade dos compostos 51, §i ¢ 21 em células
fibroblasticas de mamiferos.

De maneira generalizada, a sintese das diarilpropenaminas compreende
basicamente uma acilagiio de Friedel-Crafts entre os respectivos cloretos de
acidos (1) e 4-bromobifenila (2), seguida por reagdo de Wittig como mostra o

esquema 1.
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Esquema 1 - Esquema de sintese das cetonas (3a, 3¢, 3e, 3g ¢ 3j) e dos derivados de
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diarilpropenaminas (5a, Sc, Se, 5g e 5j).
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O processo se iniciou com a tentativa de sintese do derivado amina 5i. A
partir do acido p-aminobenzdico (PABA) (6) tentamos sintetizar o cloreto de
acido p-aminobenzdico (1i) e a cetona 4’-bromo[1, 1’-bifenil]-4-il 4-aminofenil
metanona (3i). Viarios procedimentos foram utilizados, mas a obtengdo do
composto 3-(4'-bromo-{1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-aminofenil)-N,N-dimetil-2-
propen-1-amina (i) s6 ocorreu a partir da redug@io do derivado nitro (esquema

9, pagina 45), como sera relatado a seguir.

3.1) Sintese do derivado 3-(4'-bromoe-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-aminofenil)-
N,N-dimetil-2-propen-1-amina (5i, Xx=-NH,)

a). Sintese do cloreto de icido p-aminobenzéico a partir do SOCL,

Para a formagdo do cloreto de 4cido p-aminobenzéico (1i) uma solugéo
contendo 2 mmoles (0,27 g) de PABA (6) e 27,5 mmoles de SOCI; (7) (2 mL)
foi refluxada por 4-5 horas (esquema 2). Em seguida, o excesso de SOCI, (7)
foi destilado obtendo-se um sélido amarelo e pastoso identificado como cloreto
de p-sulfinilaminobenzoila (8) (IV KBr, v 1654 cm™, C=O0 RCOCI). Ao
composto (8) adicionamos AICl; (3,84 mmoles), 4-bromobifenila (2) (2,20
mmoles) e CS; para obteng&o da 4’bromo[1,1°-bifenil]-4-il 4-sulfinil metanona

(9), mas a identificagdo do produto de reagdo no foi possivel.
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+ socl,

M \

NH,
{6)

(9)
Esquema 2 - A) Tentativa de sintese do cloreto de acido p-aminobenzoico (1i) a
partir do PABA (6) e SOCI: (7). B) Tentativa de sintese do composto (9).

Nas proximas tentativas o grupo amina do PABA (6) sera protegido,
respectivamente, pelo cloreto de p-toluenossulfonil (tosila) e acetila.

b). Proteciio do grupo amina do PABA com cloreto de p-toluenossulfonil e
sintese do cloreto de acido p-toluenossulfonilaminobenzéico

De acordo com procedimento descrito por Scheifele e DeTar, (1967), 2
mmoles (0,27 g) de 6 foram adicionados 4 3 mL de Na,CO; (1,64 mol L") a
70°C. Apds completa solubilizagéo, a solugdo foi resfriada para 60°C e 2,4
mmoles (0,46 g) de cloreto de p-toluenossulfonila (10) foram lentamente
adicionados & mistura reacional. Apds 40 minutos, aumentou-se a temperatura
para cerca de 85°C e 0,02 g de carvdio ativado foi adicionado cuidadosamente.
A solucio foi filtrada e em seguida acidificada com HCI concentrado para
precipitag@o do acido p-toluenossulfonilaminobenzéico (11, esquema 3). Apos
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caracterizagdo por espectroscopia no IV (figura 12) (KBr, bandas cm™: 3215 v
-OH ArCOOH; 1708 v C=0 ArCOOH; 1606 v C=C anel aromitico; 1336,1 v
assimétrico SO; 1152,3 v simétrico SO,) o composto 11 (0,10 g - 0,34
mmoles) foi refluxado com SOCL; (7) (0,7 mL - 9,62 mmoles) por 5 horas

(esquema 3) e o excesso de SOCI, foi destilado obtendo-se um sélido amarelo
ndo identificado.

{10)

(11)
Esquema 3 - A)- Protegéio do PABA (6) com o cloreto de p-toluenossulfonil (19). B)-
Reacdo do acido p-toluenossulfonilaminobenzéico (11) com o SOCL (7).

c). Sintese do cloreto de dcido p-toluenossulfonilaminobenzéico a partir do
PCls

O composto 11 (0,16g - 0,55 mmoles) foi refluxado com 2,5 mL de
benzeno ¢ PCl; (13) (0,15g - 0,63 mmoles) por 50 minutos a 50°C (Scheifele e
DeTar, 1967) (esquema 4). O solvente foi destilado a vacuo sob pressdo
reduzida ¢ o produto de reagio, obtido com rendimento quantitativo, foi
identificado como cloreto de acido p-toluenossulfonilaminobenzéico (12) (IV,
v 1681,1 cm” -C=0, RCOCI). Em seguida adicionamos AICL, CS, e 4-
bromobifenila (2) para sintese da 4’-bromo[l,1’-bifenil]-4-il 4-tosilfenil

metanona (14), mas o produto desejado néo foi obtido.
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(1)

Esquema 4 - A)- Sintese do cloreto de acido p-toluenossulfonilaminobenzdico (12).
B)- Tentativa de sintese da 4’-bromo[l,1’-bifenil]-4-il 4-tosilfenil metanona
(14).

d). Proteciio do grmpo amina do PABA com o grupo acetil e formacio do
cloreto de acido p-acetamidobenzéico

Para a acetilagio reagimos 2 mmoles (0,27 g) do PABA (6) com
anidrido acético (15) (4 mL) na presenga de piridina, por £ 12 horas em
temperatura ambiente (esquema 5). O anidrido acético ¢ a piridina foram
destilados a vacuo e o produto de reagdo, obtido com rendimento quantitativo,
foi caracterizado por espectroscopia no IV (KBr, bandas cm™: v 3305 -NH
AINHCOCH;; 16864 ¢ 1525,4 C=0 AINHCOCH;; v 1589,8 C=C anel
aromdatico) ¢ ponto de fusfio como 4cido p-acetamidobenzéico (16). Para a
sintese da cetona 3i (esquema 1), numa primeira etapa tentamos preparar o
cloreto de 4cido p-acetamidobenzbico (17). O composto 16 (2 mmoles) foi
refluxado com 2 mL de SOCl, (7) (27,5 mmoles) por + 4 horas ¢ em seguida o
excesso de SOCI, foi destilado a vacuo. Como produto da reagio recuperamos
o PABA (6) (IV KBr, bandas cm™: v 3460 e 3363 NH ArNH,; v 1671,2 C=0,
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ArCOOH; v 1607,9 C=C anel aromaético).

OOH o ¢
N =R v oo, X

CHs( | NHCOCH,
NH, o NHCOCH,
(6} (15) (16) OOH
A B (6)
NH,

Esquema 5 - A- Protegio do grupo -NH,. B- Reacgio do acido p-acetamidobenzdico
(16) com SOCl; (7).

Como nova alternativa, decidimos sintetizar o derivado amina de
diarilpropenaminas (5i), a partir da redugfo do derivado nitro (Se). No primeiro
passo, preparamos a cetona 4’bromo[1,1°-bifenil]-4-il 4-nitrofenil metanona
(3¢) por acilagdo de Friedel-Crafts ¢ em seguida por reagdo de Wittig o
composto Se (esquema 1), o qual foi em seguida submetido & reagdes para
redug@o do grupo nitro. Os procedimentos serdo descritos posteriormente no
item 3.2.1f.

3.2) Sintese dos compostos 3-(4'-brome-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-X-fenil)-
N,N-dimetil-2-propen-1-amina (5a, 5¢, Se, §j, 51 ¢ 5i)

Os derivados Sa e Sc foram sintetizados e os seus respectivos isdbmeros



geométricos E e Z, foram isolados de acordo com procedimento j4 descrito (De
Conti e col., 1996a; Oliveira ¢ col., 1999).

Os novos derivados 5i, 5j e 51 também foram sintetizados. Para a sintese
do derivado 5j partimos do 4cido 4-hidroxibenzéico (18), o qual foi acetilado
formando o dcido 4-acetoxibenzodico (19). Em seguida, obtivemos o cloreto de
acido 4-acetoxibenzéico (1j) ¢ a cetona 3. Esta, por reagio de Wittig originou
o composto 5j (esquema 1).

Para a sintese do composto 51 tentamos obter a cetona 31 a partir da
desmetilagiio de 3g. Como serd descrito, a desmetilagiio ocorren juntamente
com a perda do brometo da posi¢lo para do anel bifenila, formando o
composto 21. Este fato, nos levou a preparagiio do composto 51 a partir da
hidrolise do derivado §j (esquema 7, pagina 36).

a). Sintese do 4cide 4-acetoxibenzdico e clorete de dcido 4-acetoxibenzéico

Ao 4cido 4-hidroxibenzbico (18) (0,99 g - 7,2 mmoles) adicionamos
anidrido acético (15) (3 mL - 31,7 mmoles) e 2-3 gotas de piridina (Ignatious e
col., 1995). A acetilagdo se procedeu por aproximadamente 15 horas em
temperatura ambiente, sob constante agitacio (esquema 6). O excesso de
anidrido acético ¢ piridina foi destilado a vacno e o &cido 4-acetoxibenzdico
(19) foi extraido com solvente orginico e caracterizado de acordo com os
dados abaixo (espectros de TV ¢ RMN'H, respectivamente nas figuras 13 e 14,
em anexo). Para a sintese do cloreto de acido 4-acetoxibenzdico (1j) reagiu-se
o composto 19 (0,21 g - 1,04 mmoles) e SOCl, (2 mL-27 mmoles) sob refluxo
¢ agitac80 constante, por aproximadamente 6 horas (esquema 6). O excesso de
SOCI; foi removido por destilaglio a vicuo obtendo-se um dleo amarelo com
rendimento quantitativo (0,2 g - 1,04 mmoles), que foi caracterizado por
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espectroscopia no IV como cloreto de cido 4-acetoxibenzéico (1) (v 1773,4
em™, C=0 ArCOCI).

OH OH o
é _O._..... é + S8SOCL ——m=
{CH,C0),0 @
OH (18) OCOCH,

0COoC
M (1)
(18) (19)

Esquema 6 - Sintese do acido 4-acetoxibenzoico (19) a partir do 4acido 4-
hidroxibenzéico (18) e formagao do cloreto de icido 4-acetoxibenzoico (1j).

Composto 19

Ponto de fuséio: 191°C

IV (KBr, cm): 1759,1 (v, C=O ArOCOCH;), 1682,7 (v, C=O ArCOOH),
1604,9 (v C=C anel aromético) (figura 13, em anexo).

RMN'H (300 MHz; CDCl/TMS, 8): 8,20 (1d, 2H, Ar, J=8,85 Hz), 7,29 (14,
2H, Ar, J=7,32 Hz), 2,35 (s, 3H, CH,) (figura 14, em anexo).

b). Sintese das 4’bromo[1,1°-bifenil]-4-il 4-X-fenil metanonas (3a, 3¢, 3e,
3g e 3j)

As cetonas 3a, 3¢, 3e, 3g ¢ 3j foram preparadas via acilagdo de Friedel
Crafts adicionando-se 1,1 mmoles de 4-bromobifenila (2) ¢ 1 mmol dos
respectivos cloretos de 4cidos (benzodico (2a), 4-bromobenzéico 2¢), 4-
nitrobenzdico (2e), 4-metoxibenzdico (2g) e 4-acetoxibenzdico (2j) na
presenga de CS; (5 mL) e AICL; (1,92 mmoles). Ap6s refluxo por 7-8 horas,
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sob agitagdo constante, as reagdes foram interrompidas por resfriamento 4 0°C
pela adig#io de gelo (esquema 1). O CS, foi destilado 4 vicuo e o produto bruto
extraido com CH.Cl;. A fase orgénica foi seca com MgSO, filtrada e destilada
sob pressdio reduzida, resultando as 4'bromo[l,1-bifenil]-4-il 4-X-fenil
metanonas (3a, 3¢, 3e, 3g ¢ 3j, esquema 1). As cetonas foram purificadas por
cristalizagio em CH,Cl,/C¢H,s e caracterizadas por ponto de fusdo,
espectrofotometria de UV/VIS, espectroscopia no IV, RMN'H (300 MHz,
CDCl/TMS, 8), RMNPC (75 MHz, CDCL/TMS, 8) ¢ espectrometria de
massa (EI - 70 eV). A seguir estio os dados referentes & caracterizag#o
estrutural e a Tabela 1 expressa as propriedades fisicas das metanonas 3a, 3¢,
3e, 3g ¢ 3j.

Caracterizaciio estrutural das 4’bromo|1,1’-bifenil]-4-il 4-X-fenil metanonas (3a,
3c, 3e,3g e 3j)

X=-H 3a
-Br 3c
-NO, 3e

OCH, 3g

OCOCH, 3j

Composto 3a

IV (KBr, cm™): 1644 (v, C=0O ArCOAr).

RMN'H ( 300 MHz; CDCl/TMS, 5): 7,88-7,4 (m, 13H, Ar).

EM (m/z): 338/336 (M™, 83), 261/259 (83), 152 (65), 105 (100), 77 (95).
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Composto 3c

IV (KBr, cm™): 1644 (v, ArCOATr).

RMN’H (300 MHz; CDCL/TMS, 5): 8,0-7,4 (m, 12H, Ar).

EM (m/z): 416/414 (M™, 100), 337/335 (23), 261/259 (70), 185/183 (69), 152
(79).

Composto 3e

IV (KBr, cm™): 1644 (v, C=0 ArCOAr).

RMN'H (300 MHz; CDCL/TMS, 5) 8,36 (1d, 2H, Ar, J=6,98 Hz), 7,96 (1d,
2H, Ar, J=8,63 Hz), 7,89 (1d, 2H, Ar, J/=8,30 Hz), 7,71 (1d, 2H, Ar, #8,25
Hz), 7,62 (14, 2H, Ar, J=6,71 Hz), 7,52 (14, 2H, Ar, J=8,50 Hz).

RMN"C (75 MHz; CDCL/TMS, 8): 194,22 (C=0), 149,81 (C), 144,95 (O),
142,87 (C), 138,42 (C), 135,18 (C), 132,19 (CH), 130,81 (CH), 130,61 (CH),
128,82 (CH), 127,08 (CH), 123,57 (CH), 122,95 (C).

EM (m/z): 383/381 (M"*, 100), 261/259 (65), 152 (90).

Composto 3g

IV (KBr, em™): 1638,7 (v C=0, ArCOAr), 1256 (v RC-0O-C).

RMN'H (300 MHz; CDCL/TMS, 5): 8,1-7,0 (m, 12 H, Ar), 3,9 (s, 3H,
ArOCHy).

EM (m/z): 368/366 (M™, 45), 234/232 (82), 152 (92), 135 (100).



Experimental 35

Composto 3j

IV (KBr, em™): 1744,1 (v C=0,0COCH;), 1642,5 (v C=0, ArCOAT),
RMN'H (300 MHz; CDCL/TMS, 8): 8,0-7,1 (m, 12 H, Ar), 2,35 (s, 3H,
ArOCOCHS).

RMN*C (75 MHz; CDCL/TMS, 8): 195,07 (C=0), 168,77 (C=0), 144,02
(C), 138,80 (C), 136,45 (C), 135,21 (C), 132,12 (CH), 132,00 (CH), 131,92
(CH), 131,71 (CH), 130,74 (CH), 128,85 (CH), 128,77 (CH), 127,92 (CH),
126,84 (CH), 126,68 (C), 126,41 (C), 125,40 (CH), 122,64 (C), 122,14 (CH),
122,03 (CH), 121,75 (CH), 21,17 (CH).

EM (m/z): 396/394 (M™, 22), 354/352 (73), 261/259 (20), 152 (53), 121 (100),
93 (8), 65 (8).

Tabela 1 - Rendimentos de reagéio e propriedades fisicas das metanonas 3a, 3¢, 3e,
3g, 3j e 20

Cetonas | Rend. (%) | P.F. °C) | UV/VIS A (nm) CH;Cl,
3a 60 157-158 292
3¢ 70 223-224 294
3e 70 182 272
3g 80 248 284
3j 80 185-195 254
20 ~ 100 161 ND

Rend.-Rendimento de reaciio; P.F—Ponto de fusdio, ND-Nédo determinado

Estas metanonas serdo utilizadas para obtengdo dos compostos Sa, Se,
Se, e 5j através de reaglio de Wittig (esquema 1). A metanona 3g passou por
processo de desmetilagdo para formagdo da cetona hidroxilada 31 e posterior
formagdio do derivado fendlico de diarilpropenaminas 5l conforme o
procedimento descrito a seguir.
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¢). Desmetilacio da 4’bromo [1,1’-bifenila]-4-il 4-metoxifenil metanona
(3g) e sintese da 1,1'-[bifenil}-4-l 4-hidroxifenil metanona (20)

1,36 mmoles (0,5 g) da metanona 3g foram refluxados com 5,27
mmoles (0,70 g) de AICl; ¢ 7 mL de benzeno por 4 horas, sob agitagdo
constante (esquema 7), conforme metodologia descrita para um composto
similar (Sergievskaya e Chemerisskaya, 1950). Apés esse tempo, a reagdo foi
interrompida pela adigiio de 4gua destilada e acidificada com HCI concentrado.
Por extragdo com CH;Cl, obteve-se o produto da reagdo, o qual foi purificado
por cristalizagio com CH,Cl/C¢H,, apresentando rendimento quantitativo. O
solido obtido tm cor vermelha e foi caracterizado por ponto de fusdo,
espectroscopia no IV (figura 20b, em anexo), RMN'H (figura 18, em anexo) e
espectrometria de massa (figura 19a, em anexo) como 1,1’-bifenil-4-il 4-
hidroxifenil metanona (20) de acordo com os dados a seguir ¢ Tabela 1.
Através de uma analise qualitativa de bromo por fluorescéncia de raio-X
(EDXRF) (figura 19b, em anexo) confirmamos a auséncia de bromo na
amostra e os dados estdio demonstrados na Tabela 2 ¢ na figura 20b, em
anexo. Durante a desmetilagdo também ocorreu perda do brometo da posigio
para do anel bifenila ¢ a metanona 20 assim obtida sera utilizada para sintese
do derivado fendlico 21.

UH
{20

Esquema 7 - Desmetilagio da 4’bromo[1,1°-bifenil]-4-il 4-metoxifenil metanona
(3g) e obtencdo da 1,1°-[bifenil]-4-il 4-hidroxifenil metanona (20).
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Caracterizaciio estrutural da metanona 20

IV (KBr, em™): 3322,9 (v, -OH), 1644,1 (v, C=0 ArCOAr) (figura 20b, em
anexo).

RMN'H (300 MHz; CDCL/TMS, 3): § 8,35-7,31 (m, 13 H, Ar) (figura 18,
€m anexo).

EM (mz): 274 (M, 100), 181 (79), 152 (44), 121 (94) (figura 19a, em

anexo).

Tabela 2 - Analise Qualitativa de Bromo (EDXRF) do composto 20
Fluorescéncia de Raio-X por Energia Dispersiva

Elemento Concentraciio Erro
(%)
Aluminio 1,149 0,0680
Fosforo 0,124 0,0103
Cloro 0,038 0,0026
Cilcio 0,016 0,0005
Ferro 0,001 0,0001
Cobre 0,003 0,0001
Zinco 0,001 0,0001
Bromo 0,641 0,0028
OCHN 98,028 (diferenca) -

d). Reacdo de Wittig para sintese dos derivados de diarilpropenaminas

A solugBes contendo brometo de B-dimetilamino etil trifenilfosfonio (4)
(0,83 g -2 mmoles) em tetrahidrofurano (THF), adicionamos lentamente, sob
atmosfera de argbnio, 2,20 mmoles de n-butil-litio. Por um periodo de 30
minutos, a agitagéo foi mantida constante e a temperatura a 0°C. Em seguida,
as metanonas 3a, 3¢, 3e ¢ 3j foram adicionadas a diferentes baldes de reagfio
para obtengdo das respectivas diarilpropenaminas 5a, Sc, Se e 5j, (esquema 1).
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As solugdes foram mantidas sob agitagéio constante, 4 temperatura ambiente
por 12 horas. Apos esse tempo, as reagdes foram interrompidas pela adigio de
agua destilada e o THF foi destilado a vicuo. Em seguida, realizou-se uma
extragio orginica com CH,Cl,, secagem com MgSO; e filtragdo. Os produtos
das reag3es, foram purificados em coluna cromatografica contendo silica-gel
60 A (200-400 mesh ou 35-70 mesh ASTM (Merck - Art. 7733) 0,2-0,5 mm) ¢
eluidos com um gradiente de acetato de etila/metanol 1-12%. Deste processo
de purificagdo obtivemos 3 fragBes principais: a 1* fragdo, comresponde a
metanona de partida que ndo reagiu, a 2* fragdo, aos derivados de
diarilpropenaminas (5a, 5¢, 5e e 5j) e a 32 fra¢dio, ao 6xido de trifenilfosfina
produzido como produto secundirio. Os derivados de diarilpropenaminas
foram purificados uma segunda vez por cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) e devidamente caracterizados por espectroscopia no IV,
RMN de 'H e °C ¢ espectrometria de massa. A seguir estdo os dados obtidos
pela caracterizagdo estrutural e a Tabela 3 expressa o rendimento obtido nas
reagdes € a absorgdo destes compostos por espectrofotometria de UV/VIS. Os
dertvados de diarilpropenaminas 5j e Se serdo utilizados como compostos
intermediérios para a sintese de 51 e 5i, respectivamente (esquemas 8 ¢ 9).

No caso do composto §j havia a presenga de impurezas ou produtos
secundarios. Para a purificagio utilizamos CCDP e como fase movel varias
combinagGes de solventes orginicos em diferentes proporgdes. Como segunda
alternativa tentamos purificar o produto bruto em coluna de silica gel 35-70
Mésh ASTM (Merck - Art. 7733) 0,2-0,5 mm. Como eluente utilizamos
acetato de etila e o composto §j foi recolhido na 3* fragio juntamente com
impurezas detectadas por RMN'H. Na terceira tentativa, o composto foi
solubilizado em solugfo saturada de acido tartirico ¢ por extragio obtivemos 2
fases: uma orgénica e outra aquosa. Através de analise do espectro de RMN'H

verificamos a presenga do composto na fase orginica juntamente com
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impurezas n#o eliminadas por CCDP.

Tabela 3 - Rendimentos de reagio e propriedades fisicas dos derivados de
diarilpropenaminas (5a, Sc, Se, 5i, 5j, 51 e 21)

Compostos | Rend. (%) | UV A (nm) CH,Cl, |
Sa 60 276
S¢ 46 268
Se 60 280
Si 130 ND
5 40 ND
51 +40 ND
21 80 ND

ND - ndo determinado

Caracterizaciio estrutural dos derivados de diarilpropenaminas

Composto Sa

IV (filme, cm™): 1654 (v, C=C, olefina), 1487 (v, C=C, anel aromatico), 1167
(v, C-N).

RMN'H (500 MHz; CDCI3/TMS): & 7,57-7,16 (m, 26H, Ar - E/Z); 6,33 (1t,
1H, CH - E/Z, J=6,96 Hz); 6,28 (1t, 1H, -CH - E/Z, J=6,96 Hz), 3,16 (1d,



Experimental 40

2H, -CH; - E/Z, J=6,96 Hz); 3,13 (14, 2H, -CH, - E/Z, 6,96 Hz); 2,31 (s, 12H,
N(CHs), - E/Z) (figura 21, em anexo).

RMN"C (125 MHz; CDCly/TMS, 8): 144,75 (C), 141,59 (C), 140,89 (O),
139,49 (C), 139,10 (C), 139,03 (C), 138,96 (C), 138,70 (C), 131,92 (CH),
131,86 (CH), 130,32 (CH), 129,67 (CH), 128,59 (CH), 128,51 (CH), 128,40
(CH), 128,25 (CH), 127,84 (CH), 127,67 (CH), 127,54 (CH), 127,44 (CH),
126,75 (CH), 126,69 (CH), 124,80 (C), 124,51 (C), 121,69 (C), 121,58 (C),
57,87 (CHy), 44,66 (CHs), 44,61 (CHa).

EM (m/z): 393/391 (M™, 34), 316/314 (20), 272/270 (32), 160 (52), 70 (100),
58 (93).

Composto Sc

IV (filme, cm™"): 1583 (v, C=C, olefina).

EM (m/z): 443/441 (M™, 29), 394/392 (2), 346 (27), 265 (32), 238 (45), 154
(93), 70 (100), 58 (68).

RMN'H (500 MHz; CDCL/TMS): 8 7,059-7,046 (m, 24H, Ar - E/Z), 6,33
(1t, 1H, -CH - E/Z, J=6,96 Hz); 6,27 (1t, 1H, -CH - E/Z, J=6,96 Hz); 3,22 (1d,
2H, -CH, - E/Z, J=6,96 Hz); 3,15 (1d, 2H, -CH; - E/Z, J=6,96); 2,36 (s, 12H,
-N(CHs), - E/Z) (figura 22, em anexo).

RMN"C (500 MHz; CDCL/TMS, 5): 143,58 (C), 140,41 (C), 140,35 (©),
139,31 (C), 139,29 (C), 139,26 (C), 137,95 (C), 137,89 (C), 131,94 (CH),
131,87 (CH), 131,63 (CH), 131,39 (CH), 131,37 (CH), 131,16 (CH), 131,04
(CH), 130,22 (CH), 129,04 (CH), 128,57 (CH), 128,50 (CH), 127,82 (CH),
126,89 (CH), 126,76 (CH), 125,04 (C), 124,82 (C), 121,85 (C), 121,80 (C),
121,72 (C), 121,66 (C), 57,70 (CH;), 57,64 (CHs), 44,54 (CH,), 44,43 (CH,).



Experimental 41

Composto Se

IV (filme, CH,CL, cm™): 1513 (v, N-O), 1348 (v, N-0), 1268 (v, C-N).

EM (m/z): 438/436 (M™, 28), 423/421 (9), 215 (91), 201 (82), 84 (100), 58
(62).

A seguir, temos a enumeragio dos dtomos de carbonos (estrutura A) e
hidrogénios (estrutura B) do composto Se. Através das técnicas de RMN'H e
BC (figuras 23 ¢ 24, em anexo), HMQC (figuras 27 e 28, em anexo), HMBC
(figuras 29 e 30, em anexo), COSY (figura 25 e 26, cm anexo), RMNC e
dept 90° ¢ 135° realizamos a atribuigio dos sinais dos hidrogénios e carbonos
aos deslocamentos quimicos conforme os dados abaixo.

RMN'H ( 500 MHz; CDCL/TMS, 5, E/Z): 8,28 (1d, H67°6”", J=8,79 Hz),
8,15 (14, H67'6*", J=8,79 Hz), 7,62 (14, H6H6’, J=6,60 Hz), 7,60 (1d, HOHY",
J=6,84 Hz), 7,56 (1d, HI0H10’, J=8,30 Hz), 7,51 (1d, H6H6’, J=8,06 Hz),
7,45 (14, HOHO’, J/=8,55 Hz), 7,43 (1d, H5"H5>", J=8,79 Hz), 7,40 (ld,
H5'H5"", J=8,79 Hz), 7,27 (1d, HSHS’, J=8,30 Hz), 6,42 (1t, H2, J=6,72 Hz),
6,39 (1t, H2, J/=6,96 Hz), 3,17 (14, H1, /=6,59 Hz), 3,04 (1d, H1, J=7,08 Hz),
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2,33 (HI°), 2,29 (HI’).

RMN“C (125 MHz; CDCL/TMS, 3, E/Z): 148,07 (C4’), 147,20 (CT’),
146,97 (C7), 146,37 (C4°), 142,24 (C3), 141,93 (C3), 139,94 (C4), 139,54
(C7), 139,21 (C8), 139,18 (C8), 137,39 (C4), 131,99 (C6 e C6°), 131,93 (C10 e
C10%), 130,77 (C5”* e C5°**), 130,21 (C2, C5 e C5°), 128,60 (C9, C9’, C10 e
C10°), 128,51 (C5** e C5°""), 128,02 (C2), 127,77 (C5 e C5°), 127,08 (C9 e
C9%), 126,94 (C6 ¢ C6°), 123,65 (C6”* e C6°**), 123,60 (C6” e C6’™), 121,92
(C11), 121,80 (C11), 58,11 (C1), 58,06 (C1), 45,16 (C1°), 45,13 (C1°).

5j (impuro)

IV (filme, cm ™): 1752 (v, C=0, ArOCOCH).

RMN'H (300 MHz; CDCI/TMS): 57,8-6,8 (m, 24H Ar, E/Z), 6,33 (It, 1H, -
CH, E/Z, J=6,96), 6,30 (1t, 1H, -CH, E/Z, J=6,96 Hz), 6,28 (1t 1H, -CH, E/Z,
J=6,96 Hz), 3,45 (14, 2H, -CH,, E/Z, J=7,32 Hz), 3,32 (14, 2H, -CH,, E/Z,
J=6,96 Hz), 2,43 (s, 6H, CH; -OCOCHs, E/Z) e 2,30 (s, 12H, -N(CHs),, E/2)
(figura 31, em anexo).

EM (m/z): 451/449 (M™, 27), 436 (8), 406 (5), 363 (13), 363 (13), 329 (41),
314 (92), 58 (100).

¢). Hidrélise do composto 5§ para sintese do derivado 51

O composto §j (0,40 mmoles) foi colocado na presenga de metéxido de
potassio (5 mL) e mantido sob refluxo por 4-5 horas (esquema 8). Apés esse
periodo, realizamos uma extragio com CH,Cl, em meio é4cido. Apés o
tratamento da reacdo, a fase orgénica obtida foi purificada por CCDP usando
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como eluente acetato de etila/metanol 5%/TEA 0,4% e o produto da hidrélise
(51) obtido com + 40% de rendimento foi devidamente caracterizado de acordo
com os dados a seguir.

TS () o (51)

Esquema 8 - Sintese do composto Sl a apartir da hidrolise do composto §j.

Composto 51

IV (filme, CH,Ck, cm™): 3322 (v, ArOH).

RMN'H (300 MHz; CDCIL,/TMS): § 7,54-6,64 (m, 24H Ar, E/Z); 6,13 (1,
1H, -CH E/Z, J=6,96 Hz); 6,00 (it, 1H, -CH E/Z, /=6,96 Hz); 3,12 (1d, 2H, -
CH; E/Z, J=6,96 Hz); 3,07 (1d, 2H, -CH; E/Z, J=6,96 Hz); ¢ 2,27 (s, 12H
-N(CHs),, E/Z) (figura 32, em anexo).

EM (m/z): 409/407 (M™, 100), 394/392 (34), 365/363 (41), 176 (47), 107 (29),
70 (46), 58 (63).( figura 33a, em anexo).

f). Reduciio do composto Se para obtenciio do derivado 5i
Como descrevemos anteriormente (item 3.1) utilizamos viérios

procedimentos para a sintese do derivado amina (5i). Nesta etapa, como
alternativa, decidimos sintetiza-lo a partir da redugéio do denivado nitro (Se).
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Num primeiro passo preparamos a cetona 3e por reacio de Friedel-Crafts e em
seguida o composto Se por reagio de Wittig como jA descrito. Virios
procedimentos foram realizados visando a reagdo de redugdo do grupo nitro do

composto Se.

1*. Tentativa

Baseado em procedimento descrito na literatura (Lalancette e Brindle,
1971), inicialmente preparamos NaBH,S; a partir de NaBH; e S, em
atmosfera de argénio. Reagimos 1 mmol de NaBH; e 3 mmoles de S, na
presenga de THF como solvente. Apés 30 minutos, o THF foi destilado e o
sélido obtido foi lavado com éter de petréleo pelo menos trés vezes. Para a
reagdo de redugéo adicionamos 1 mmol de Se para 2 mmoles do agente redutor
NaBH,S;, na presenga de THF. Apés 72 horas interrompemos a reagio por
adi¢do de H,0, destilamos o THF e realizamos uma extragdo com CH,Cl,. Da
purificagdo por CCDP (acetato de etila/MeOH 10% como fase movel)
obtivemos 2 fragdes, nas quais néo foi detectado o produto da reagdo.

2%, Tentativa

Nesta tentativa realizamos uma hidrogenagfio catalitica com Pd/C (10%)
(Hammadi e col., 1996). O composto Se (0,23 mmoles) foi dissolvido em 100
mL de EtOH e a esta solugdo adicionamos 4,58 pmoles de Pd/C (10%). A
amostra foi mantida sob agitagdo constante em temperatura ambiente e
hidrogenagdo por 30 minutos. O catalisador foi removido por filtragdo e o

solvente organico evaporado sob pressdo reduzida. Como produto de reagdio



Experimental 45

obtivemos o composto de partida Se.
3", Tentativa

A redugdo do grupo nitro do composto Se ocorreu na presenga de
Fe’/EtOH/HCI de acordo com metodologia descrita por Mahood e Schaffner
(1948). Reagimos 0,11 mmoles (0,05 g) de 5e com 6 mmoles (0,04 g) de Fe°
em solugio de EtOH 50% e HCI alcodlico (2 mol L) sob refluxo por 6 horas
(esquema 9). Apos alcalinizag@o da mistura com solugéio alcodlica de KOH
15% até pH 8,3, adicionamos 38 ul de H,SO; alcodlico (3 mol L™) e a amostra
foi filtrada. Destilamos o EtOH e realizamos uma extragdo com CH,Cl. O
produto da reagdio foi purificado por CCDP com + 30% de rendimento e
caracterizado por espectroscopia no IV, RMN'H e espectrometria de massa
como 3-(4'-bromo-[1,1’-bifenil}-4-il)-3-(4-aminofenil)-N,N-dimetil-2-propen-
1-amina (5i), de acordo com os dados abaixo. Na Tabela 3, estfio expressos as
propriedades fisicas deste composto.

(Se)

Esquema 9 - Sintese do composto 5i a apartir da redugéio do composto Se.
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Composto 5i

IV (filme, CH,C, cm™): 3054 (v, N-H), 1265 (v, C-N).

RMN'H (300 MHz; CDCI/TMS, 5): 7,60-6,59 (m, 24H Ar, E/Z), 6,28 (1t,
1H, -CH E/Z, J=6,96 Hz), 6,22 (1t, 1H, -CH E/Z, /=7,14 Hz), 3,81 (s, banda
larga, 4H -NH,, E/Z), 3,43 (14, 2H, -CH, E/Z, J/=6,96 Hz), 3,39 (14, 2H, -CH,,
EIZ, 7,32 Hz), 2,49 (s, 12H -N(CHs),, E/Z) (figura 34, em anexo).

EM (m/z): 408/406 (M™ 100), 393/391 (50), 130 (34), 106 (55), 70 (30), 58
(55) (figura 33b, em anexo).

g). Sintese do composto 21

A partir da metanona 20 sintetizamos o composto 3-{1,1’-bifenil}-4-il-3-
(4-hidroxifenil)-N,N-dimetil-2-propen-1-amina (21) de acordo com o
procedimento descrito para a reagio de Wittig. Apés a extragio, o produto
bruto foi purificado em coluna cromatografica de silica gel 35-70 Mesh ASTM
(Merck - Art. 7733) 0,2-0,5 mm com acetato de etila e em seguida purificado
por CCDP utilizando-se acetato de etila/metanol 20% como fase mével. O
rendimento da reagdo foi de 80% e a caracterizagdo foi realizada por
espectroscopia no IV, RMN'H, RMN"C ¢ espectrometria de massa conforme
os dados abaixo.
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IV (filme, CH,CkL, cm™): 3322 (v, ArOH).

RMN'H (500 MHz; CDCL/TMS, 3): 7,86 (s, banda larga, 2H -OH, E/2),
7,53-6,7 (m, 26H Ar, E/Z), 6,14 (1t, 1H -CH, E/Z, J=6,96 Hz), 6,05 (1t, 1H, -
CH E/Z, J=6,96 Hz), ¢ 3,28 (1d, 2H, -CH, E/Z, J=6,84 Hz), 3,25 (14, 2H, -
CH, E/Z, J=6,84 Hz), 2,34 (s, 12H N(CHs),, E/2) (figura 35a, em anexo).
RMNYC (500 MHz; CDCl/TMS, 8): 157,46 (C), 157,82 (C), 146,71 (C),
146,39 (C), 140,36 (C), 140,22 (C), 140,21 (C), 140,14 (C), 140,03 (C), 137,74
(C), 132,00 (CH), 130,64 (CH), 129,79 (CH), 128,56 (CH), 128,55 (CH),
128,49 (CH), 127,73 (CH), 127,20 (CH), 127,06 (CH), 126,74 (CH), 126,71
(CH), 126,66 (CH), 126,54 (CH), 120,08 (C), 118,33 (C), 115,53 (CH), 115,50
(CH), 57,23 (CH;), 56,95 (CHs), 43,48 (CHy), 43,43 (CH,).

EM (m/): 329 (M™, 100), 314 (41), 285 (50), 176 (29), 107 (30), 70 (26), 58
(45) (figura 35b, em anexo).

h). Separacfie dos isGmeros geométricos dos compostos 5a e Sc
Os isbmeros 5aF ¢ 5aZ do composto Sa foram separados por

cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP) com o sistema eluente
éter etilico/bexano/hidréxido de aménio (70:30:0,5) (Oliveira e col., 1999).
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Para o composto 5S¢ o isolamento dos isdmeros geométricos 5¢E e 5¢Z se
procedeu por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromat6grafo
modelo Waters 600E Millipore com coluna Hi-Chrom semi-preparative HPLC
column, Spherisorb SSW 5 pM 25 cm x 10 mm. O isémero 5cE teve um
tempo de retenglio de 62,94 minutos ¢ 0 5¢Z de 68 minutos. Para ambos os
compostos, os isémeros foram caracterizados por ponto de fusdo,
espectrofotometria de UV/VIS ¢ RMN'H. A Tabela 4 expressa algumas
propriedades fisicas destes isomeros e os dados referentes a caracterizagiio
estrutural estfio listados abaixo.

Tabela 4 - Propriedades fisicas dos isdmeros geométricos E e Z dos compostos 5a e
Sec

Compostos | Ponto de Fusiio °C | UV/VIS A (am) CH:CI, |
SaF 123-125 286
S5aZ oleo 260
ScE oleo 264
5¢Z 131 280

SaE e 5aZ, isdmeros geométricos E e Z do composto Sa
ScE e 5¢Z, isdmeros geométricos E e Z do composto Sc.

Caracterizaciio estrutural

Isdmeros geométricos do composto 5a

RMN'H (300 MHz; CDCIy/TMS, §):

SaE: 6 7,49-7,09 (m, 13H, Ar), 6,26 (1t, 1H -CH J=6,96 Hz), 3,10 (14, 2H
-CH, J=6,96 Hz), 2,28 (s, 6 H -N(CH;),) (figura 36, em anexo).

SaZ: & 7,60-7,22 (m, 13H, Ar), 6,23 (1t, 1H, -CH J=6,96 Hz), 3,07 (1d, 2H, -
CH J=6,59 Hz), 2,32 (s, 6 H, N(CHs),) (figura 37, em anexo).
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Isémeros geométrices do compeosto 5S¢

RMN'H (300 MHz; CDCL/TMS, 5)

ScE: 3 7,61-7,36 (m, 8H, Ar), 7,22-7,14 (m, 4H Ar), 6,29 (1t, 1H -CH J=6,59
Hz), 3,22 (14, 2H -CH; J=6,96 Hz), 2,24 (s, 6 H -N(CH3;),) (figura 38, em
anexo).

5¢Z: & 7,58-7,06 (m, 12H, Ar), 6,30 (1t, 1H, -CH J/=6,78 Hz), 3,04 (1d, 2H -
CH; J=6,59 Hz), 2,28 (s, 6 H, -N(CH3),) (figura 39, em anexo).
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3.3) Ensaios Biolégicos In Vitro

3.3.1) Determinaciio da Atividade tripanossomicida

A avaliagéo da atividade tripanossomicida in vitro foi realizada com a
colaboragio da Professora Dra. Solange Lisboa de Castro da Fundagdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ).

As formas tripomastigotas de 7. cruzi, cepa Y foram obtidas de
camundongos com pico de parasitemia apos 7 e/ou 22 dias de inoculag3o. Os
parasitas foram isolados por centrifugagio diferencial do sangue dos animais.
As formas epimastigotas foram mantidas em meio LIT (Liver Infusion
Triptose) e coletadas na fase exponencial de crescimento.

Quando necessério, o sangue infectado com o parasita foi diluido em
meio de cultura DMEM a uma concentragdo final de 2,5x10° cél/mL. Esta
suspenséo foi adicionada a droga na proporgio de 1:1 e a mistura foi incubada
a4°C. As drogas foram dissolvidas em DMSO e diluidas para utilizagéo.

Os parasitas foram incubados na presenca ou auséncia de cada droga,
em meio de cultura DMEM de 2 & 72 horas & 37°C e a avaliagiio de mobilidade
ou sobrevivéncia das formas tripomastigotas do parasita foi realizada
examinando-as a0 microscopio ou contando-as em cdmaras de Neubauer apés
24 horas de incubagdo (De Castro e Meirelles, 1987). Neste experimento
avaliamos a atividade dos compostos 5i, 5l e 21. A concentragéo da droga que
IDs, (ou seja, dose em que ocorre 50% de sobrevivéncia das formas

tripomastogotas).
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3.3.2) Avaliaciio da Atividade Antimicobacteriana

Estes testes foram realizados no Instituto Adolfo Lutz de Ribeiréio Preto
em colaboragio com a pesquisadora Daisy Nakamura Sato. A atividade
antimicobacteriana dos derivados de diarilpropenaminas foi avaliada em cepas
padrdes de micobactérias e em cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes
portadores de tuberculose. Estas tltimas foram classificadas em sensiveis ou
resistentes 4 quimioterapia usada na tuberculose, como sera descrito a seguir.
Também determinamos as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) para as
drogas anti-tuberculose Isoniazida, Estreptomicina, Etambutol, Pirazinamida e
Rifampicina. |

Os primeiros ensaios para determinagdo das CIMs foram realizados
através da técnica da macrodiluigdo em tubos em meio liquido de Middiebrook
7HY9 e subcultivo em meio Lowenstein-Jensen para determinagdo das
concentragdes bactericidas minimas (CBMs) (Ericsson ¢ Sheris, 1971). Numa
segunda etapa passamos a determinar somente as CIMs utilizando a
microdiluigdo em placa (Collins ¢ Franzblau, 1997).

a). Determinacio do perfil de sensibilidade de cepas de M. tuberculosis

isoladas de pacientes

A determinago do perfil de sensibilidade das micobactérias a diferentes
drogas foi efetnada pelo Método das Proporgdes Indireto (Brasil, 1994). O
método consiste em se estabelecer a propor¢do de mutantes resistentes de
determinada cepa de M. tuberculosis a diferentes drogas utilizadas no
tratamento da tuberculose. Para cada droga utilizada se estabelecen uma

concentragdo critica, capaz de inibir o desenvolvimento da maioria das cepas
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clinicas ¢ se determinou uma proporgdo critica, que é definida como a
proporgéo de mutantes resistentes de uma populagéio bacteriana, acima da qual
a cepa € considerada resistente (Canetti e col., 1963).

Os antimicrobianos utilizados foram a Isoniazida (Sigma), Rifampicina
(Sigma), Pirazinamida (Sigma), Sulfato de Estreptomicina (Sigma) e Cloreto
de Etambutol (Sigma). Essas drogas foram dissolvidas em DMSO & 10 mg L
(com excegéo da Rifampicina que foi dissolvida em metanol) e diluidas até as
concentragbes desejadas. A seguir, foram adicionadas ao meio de cultura de
Lowenstein-Jensen antes da solidificagio, de maneira, a se obter as
concentragdes criticas citadas na Tabela 5.

A partir de uma cepa de M. tuberculosis isolada de espécimes clinicos
preparou-se uma suspensio micobacteriana. Vérias coldnias foram colocadas
em um frasco contendo pérolas de vidro e cerca de 1 mL de 4gua destilada
estéril. Apés a agitagdio em Vortex, deixou-se em repouso por 5 minutos, para
deposicio das micobactérias presentes no aerossol. A  suspensdo
micobacteriana (tubo “mée”) foi comparada com a escala padrio de McFarland
N? 1 (3x10° céVmL) (Hendrickson, 1985) e diluidas em 4gua destilada estéril
para obtencio das concentragies de 3x10° & 3x107 cél/mL. 200 ul. das
diluigdes de 10° e 10° cél/mL foram inoculadas nos meios de cultura sem droga
(frasco a - controle) e meios de cultura contendo as drogas nas suas
concentragdes criticas (frasco b - teste). Os cultivos assim preparados foram
incubados a 37°C por 28 dias, quando se realizou a leitura.

Para a determinagéo da proporgédo dos bacilos resistentes, foi realizada a
contagem de coldnias no frasco teste (b) e o nmimero obtido foi dividido pelo
numero de colénias no frasco controle (a) e multiplicado por 100 (b/a x 100).
A cepa de M. tuberculosis foi considerada semsivel a determinada droga
quando a proporgio de bacilos resistentes foi inferior & proporgdio critica e

resistente quando a proporgdo de bacilos resistentes foi superior a proporgdo
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critica citadas na Tabela §

Tabela 5 - Critérios de resisténcia do M. tuberculosis Hy7Rv aos antimicrobianos

Antimicrobianos | Concentracfio Critica umol L | Proporgo Critica %
Isoniazida 1,46 1
Pirazinamida 1620 10
Rifampicina 48,6 1
Estreptomicina 2,74 10
Etambutol 7,2 1

b). Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracio Bactericida Minima (CBM) pela macrodilui¢io em tubos

Para a determina¢do das CIMs e CBMs (Ericsson ¢ Sheris, 1971) os
denvados de dianlpropenaminas (5a, SafE, 5aZ, S¢, 5¢E, 5¢Z, 51 e §i) foram
dissolvidos em DMSO (1 g L) e as diluigbes subsequentes (0,22 a 320 pmol
L") efetuadas nos proprios tubos de ensaio contendo o meio de cultura
Middlebrook 7H9. As drogas anti-tuberculose foram preparadas como
anteriomente mencionado e como controles utilizamos tubos contendo a
suspensdo micobacteriana e 0 DMSO nas mesmas proporg¢des usadas para as
amostras.

Nestes testes, utilizamos cepas de M. tuberculosis H3xRv ATCC 27294,
M. tuberculosis HyzRa ATCC 25177, M. kansasii ATCC 12478, M. avium
ATCC 15769, M. intracellulare ATCC 25169, M. cellatum ATCC 51130, M.
malmoense ATCC 29571 e as cepas de M. fuberculosis isoladas de pacientes.
As cepas foram cultivadas em meio de Lowenstein-Jensen a 37°C por trés
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semanas ¢ subcultivadas em meio liquido de Middlebrook 7H9 (Difco) a 37°C
por 10 dias, quando a densidade micobacteriana atingiu uma turbidez
correspondente a escala padrdo N°1 de McFarland (3x10® cél/mL). Aos tubos
contendo 2 ml. de meio de cultura com as diferentes concentragdes das drogas
¢ aos tubos controle (contendo somente meio de cultura) foram inoculados
50 pl da suspensdo micobacteriana. Os tubos foram incubados & 37°C por 10
dias, quando se realizou a leitura macroscopica do crescimento
micobacteriano, por turvagéo do meio de cultura. A CIM foi determinada como
a menor concentragio da droga capaz de inibir macroscopicamente o
crescimento micobacteriano.

Para a determinacio das CBMs foi realizado o subcultivo em meio de
cultura sélido das diluigdes iguais ou superiores as CIMs determinadas pela
técnica da macrodiluigdio. Para isso, 100 uL das diferentes diluigdes das drogas
foram inoculados em meio de cultura de Lowenstein-Jensen e incubados &
37°C por 28 dias, para posterior leitura. A CBM foi definida como a menor
concentracdo da droga capaz de inibir mais de 99,9% da populagdo

micobacteriana no meio de cultura.

¢). Determinacio das Concentragdes Inibitérias Minimas pela

microdiluicdo em placa

As CIMs também foram determinadas pela técnica da microdiluigio em
placa utilizando como revelador o corante Alamar Blue (MABA - Microplate
Alamar Blue Assay) (Collins e Franzblau, 1997). Os derivados de
diarilpropenaminas (5a, SaE, 5¢, ScE, 5¢Z, 51, 5i e 21) e as drogas usadas na

quimioterapia da tuberculose foram preparadas como mencionado nos itens
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33.2.a ¢ 3.3.2.b. As cepas de micobactérias foram cultivadas em meio de
Lowenstein-Jensen & 37°C por trés semanas ¢ subcultivadas em meio liquido
de Middlebrook 7H9 (Difco) a 37°C por 10 dias, quando a densidade
micobacteriana atingin uma turbidez correspondente a escala padrio N®1 de
McFarland (3x10° cél/mL). A suspensfio micobacteriana foi diluida 1:25 em
meio de cultura 7H9 e 100 pl (1,2x107 céVmL) foram adicionados a
microplaca contendo 100 pl de meio de cultura e diferentes concentragdes das
drogas. As cavidades controles continham meio de cultura (controle do meio
de cultura - CMC), as drogas ¢ meio de cultura (controle da droga - CD) ou
meio de cultura ¢ micobactérias (controle da micobactéria - CM). As
microplacas foram incubadas & 37°C e ap6s 5 dias, adicionou-se 25 ul de uma
mistura 1:1 de Tween 80 & 10% e Alamar Blue a uma das cavidades controle
da micobactéria. Caso a preparagdo contida nessa cavidade tenha se tornado
rosea, a solugdo do corante Alamar Blue ¢ Tween 80 era adicionada as demais
cavidades. As microplacas eram re-incubadas d 37°C e ap6s 24 horas a leitura
macroscopica era efetnada para determinagdo das CIMs, definidas como a
menor concentrago da droga capaz de impedir a alteragio da cor azul para
résea. Os ensaios foram realizados pelo menos em triplicata para as cepas
padrdes e uma vez para as cepas isoladas de pacientes. A permanéncia da cor
azul nos orificios indica a auséncia de crescimento micobacteriano € o
desenvolvimento da cor résea indica a presenca de crescimento
micobacteriano.

3.3.3) Avaliaciio da citotoxicidade em Células Fibroblasticas

A avaliagdio da citotoxicidade dos compostos 5i, 51 e 21 foi realizada
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com a colaboragdo do grupo da Prof* Marcela Haun (Laboratério de Cultura de
Células, Instituto de Biologia - Unicamp). As células utilizadas foram
fibroblastos de pulmio de hamster chinés, linhagem estabelecida em cultura
V79.

a). Manutencio da cultura celular

As células V79 siio armazenados sob nitrogénio liquido em meio de
cultura DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino e 10% de DMSO.
Um tubo contendo células ¢ retirado do nitrogénio e, imediatamente, colocado
em estufa 2 37°C. Apos cerca de 15 minutos, o sobrenadante é removido e o
aglomerado de células que permanece no fundo do tubo ¢ homogeneizado com
1 mL de meio de recondicionamento (meio de cultura metabolizado por células
em fase de crescimento) e colocado em uma placa de Petri contendo 4 mL do
mesmo meio de cultura. Quando ocorre a fixagdo das células na placa (ap6s
cerca de 6 horas) o meio de cultura é novamente trocado. O primeiros repiques
sdo realizados 4 medida em que as células atingem a densidade de confluéncia.
A fase de adaptagdo das células a0 novo ambiente dura aproximadamente 7
dias e dessa etapa em diante, a cultura é mantida continuamente através de
repiques periddicos.

Para a realizagdo dos ensaios, o cultivo das células foi realizado em
meio DMEM, contendo 100 U/mL de Penicilina e 100 pg mL” de Sulfato de
Estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). A
incubagéio foi feita em estufa a 37°C sob atmosfera amida contendo 5% de CO,
(Melo, 1996).

Os derivados de diarilpropenaminas 5i, 51 e 21 foram dissolvidos em
DMSO (1 g L) e diluidos em meio de cultara DMEM. Nos trés diferentes
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ensaios de citotoxicidade, descritos a seguir (DNA, VN, MIT), o
plaqueamento foi realizado inoculando-se 3x10* cél/mL em cada cavidade da
placa (24 cavidades) e os ensaios foram realizados em triplicatas. As células
foram incubadas por 48 horas a 37°C ¢ em seguida, foram expostas durante 24
horas 4 concentragdes de 2 4 40 pmol L. A citotoxicidade ¢ expressa por
valores de ICs; que representa a concentragio da droga que inibe 50% da
proliferagdo celular.

b). Quantificagio de DNA (DNA)

Apds a incubagéio € remog#o do meio de cultura contendo as drogas 5i,
51 ¢ 21, as células foram lavadas com PBS-Ca®’, fixadas com 4acido
tricloroacético 5%, lavadas 2 vezes com ctanol (todas as solugles geladas),
secas sob temperatura ambiente ¢ lisadas com hidroxido de sédio 0,5 mol L™
{1 mL/cavidade, 1 hora a 37°C). A absorvéncia do lisado foi medida a 260 nm
em espectrofotémetro UV/Vis. O crescimento relativo das células tratadas com
os derivados de diarilpropenaminas foi expresso em porcentagem com relagéio
a0 controle (células sem tratamento)} nas mesmas condigdes experimentais.
Foram construidos os graficos de proliferagiio das células tratadas com relagéo
ao controle (nfio tratado) versus concentragio das drogas utilizadas, obtendo-
se, por interpolagéo, o valor de ICs, para cada composto (Cingi € col., 1991).

¢). Incorporaciio do corante vermelho neutro (VN)

Apo6s o tratamento das células com as drogas, o meio de cultura foi
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removido e substimido por outro sem soro contendo o corante VN na
concentragdo de 50 umol L™, pré-incubado durante 12 horas a 37°C ¢ filtrado -
antes do uso, em membrana Millipore (0,22 pm). Apés trés horas de
incubagdo, as células foram lavadas com PBS-Ca?* a 37°C para retirada do
excesso de corante ndo incorporado pelos lisossomas. A cada cavidade das
placas foi adicionado 1 mL de uma solugio aquosa contendo acido acético
glacial (1%) ¢ etanol (50%) para fixar as células e extrair o corante
incorporado nos lisossomas. As placas foram agitadas por 20 minutos € a
absorvincia das solugbes foi lida a8 540 nm em espectrofotometro UV/VIS.
Foram construidos os graficos que expressam a captagdo do corante por células
tratadas com relagdo a células nfo tratadas (controle) versus concentracio das
drogas utilizadas. Por interpolag@o dos dados o valor de ICs € obtido para cada
composto (Riddell e col., 1986).

d). Reduciio do sal de tetrazélio MTT (MTT)

Apés o tratamento das células, o meio de cultura foi removido e
substituido por outro sem soro contendo o corante MTT (1 mg mL™). As
células foram incubadas por 5 horas, tempo necessario para ocorrer a redugio
do sal de tetrazdlio ao formazan. O meio foi retirado cuidadosamente e
adicionou-se 1 mL de etanol para a solubilizagio do formazan. As placas
foram agitadas por 10 minutos e a absorvéncia referente a cada cavidade foi
lida 4 570 nm em espectrofotometro UV/Vis (Denizot ¢ Lang, 1986). Foram
construidos os graficos de redugéo do corante MTT em células tratadas com
relagdo ao controle versus concentragdio, obtendo-se, por interpolagéo, o valor

de ICs, para cada composto.
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4) Resultados e Discussiio

4.1) Sintese do derivado 3-(4'-bromo-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-aminofenil)-
N,N-dimetil-2-propen-1-amina (5i)

a). Sintese do cloreto de dcido p-aminobenzéico a partir do SOCL,

Na tentativa de obtengio do cloreto de 4cido p-aminobenzéico, da
reagdo entre PABA (6) e SOCl; (7) obtivemos o cloreto de p-
sulfinilaminobenzoila (8). Por espectroscopia no IV detectamos uma banda em
1654 cm™ atribuida a carbonila do grupo RCOCI. Na acilagéo de Friedel-Crafs
para obtengéio da metanona 9 nio conseguimos caracterizar o produto da
reagdo (esquema 2). Provavelmente ocorreu a formagio de polimeros o que
estaria dificultando a reagdo de acilagio (Mathias e col, 1987). Como
alternativa para evitar a polimerizagéio efetuamos a protegdo do grupo amino
usando o cloreto de p-toluenossulfonil (cloreto de tosila).

b). Proteciio do grupo amina do PABA com cloreto de p-toluenossulfonil e
sintese do cloreto de dcido p-toluenossulfonilaminobenzéice

O grupo amina do PABA (6) foi protegido com o cloreto de tosila (10)
originando o composto 11 com rendimento quantitativo. Por espectroscopia no
IV identificamos as bandas referentes a carbonila do acido carboxilico (v 1708
em’'), & ligagio C=C do anel aromdtico (v 1606 cm™) e as sulfonas (v
assimétrico 1336,1 cm™ SO, e v simétrico 1152,3 cm™) (figura 12). Da reagdo
entre o acido p-toluenossulfonilaminobenzéico (11) e SOCI; (7) (esquema 3)
pretendiamos obter o respectivo cloreto de &cido (12) mas obtivemos um
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s6lido amarelo ndo identificado.

c). Sintese do cloreto de dcido p-toluehossulfonilaminobenzéico a partir do
PCls

Utilizando o PCls (13) para a cloragio e como solvente o benzeno
obtivemos o cloreto de acido de p-toluenossulfonilaminobenzéico (12)
(esquema 4). Por IV identificamos uma banda em 1681,1 cm™ referente a
carbonila do grupo RCOCI, além das bandas J& mencionadas para o ion
carboxilato e sulfonas. Na tentativa de sintese da metanona 14 néo foj possivel
a caracterizagdo do produto de reagdo que por espectroscopia no IV ndo
apresentou bandas caracteristicas.

d). Protegiio do grupo amina do PABA (6) com o grupe acetil e formacio

do cloreto de scido p-acetamidobenzéico

O grupo amina do PABA (6) foi acetilado formando o icido p-
acetamidobenzéico (16), o qual foi caracterizado por espectroscopia no IV (v
3305 -NH ArNHCOCH;; v 1686,4 ¢ 15254 C=0 ArNHCOCH;; v 1589,8
C=C, Ar) e ponto de fusfio. Da reagdio deste acido (16) com SOCI, (7) para
sintese do cloreto de acido p-acetamidobenzdico (17), o grupo de protegio
(acetil) foi hidrolisado e como produto da reagdo recuperamos ¢ reagente de
partida PABA (6), o qual foi devidamente caracterizado poOr espectroscopia no
IV. Esta hidrélise provavelmente se deve as condigbes acidas do meio

reacional.
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42) Sintese dos compostes 3-(4'-bromo-[1,1’-bifenil]-4-il)-3-(4-X-fenil)-
N,N-dimetil-2-propen-1-amina (5a, 5S¢, 5e, 5j, 51 ¢ 5i)

As cetonas 3a, 3¢, 3j ¢ 3g foram obtidas através de uma acilagéio de
Friedel-Crafts entre 4-bromobifenila (2) e os respectivos cloretos de acido (1)
como descrito na parte experimental (esquema 1). Para o derivado acetoxila
ndo ha cloreto de acido 4-acetoxifenila disponivel comercialmente. Desta
forma, numa primeira etapa obtivemos o acido 4-acetoxibenzdico e em scguida
o respectivo cloreto de dcido para a realizag8o da reagdo de Friedel-Crafis.

a). Sintese do Acido 4-acetoxibenzéico e Cloreto de dcido 4-
acetoxibenzbico

O 4cido 4-acetoxibenzdico (19) foi obtido a partir do 4acido 4-
hidroxibenzdico (18) e caracterizado por ponto de fusdo, espectroscopia no IV
e RMN'H- (300 MHz; CDCly/TMS, 3). Através de espectroscopia mo IV
verificamos o aparecimento das bandas em 1759,8 e 1682,7 cm™ atribuidas
respectivamente as carbonilas dos grupos ArOCOCH; € ArCOOH e em 1604,9
cm™ temos o v referente i ligagio C=C do anel aromético (figura 13). No
espectro de RMN'H observamos em § 2,35 a presenca de um singlete atribuido
ao grupo metila e respectivamente, em & 8,20 ¢ 7,29 dois dubletes atribuidos
aos hidrogénios do anel aromatico (figura 14).

A partir do Acido 4-acetoxibenzodico (19), obtivemos o cloreto de acido
4-acetoxibenzdico (1j). A reagio foi acompanhada por cromatografia de
camada delgada (fase mével: acetato de ctila/Metanol 10%) e verificamos a
formagio do produto de reagiio. Com o decorrer do tempo hé o surgimento de
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uma mancha mais apolar correspondente ao composto 1j, o qual é um 6leo
amarelo e foi caracterizado por IV apresentando uma banda em 1773,4 cm™
referente ao v da carbonila do grupo ArCOCL. Ocorreu um deslocamento da
bandareferente&carboniladogmpoArCOOHjéqucestapassouase]igarao
cloreto. A banda referente & carbonila do grupo ArOCOCH;, provavelmente
esti aparecendo junto com a banda da carbonila do cloreto de cido,
sobrepostas (figura 15).

b). Sintese das 4’Bromo{1,1°-bifenil]-4-il 4-X-fenil metanonas (3a, 3c, 3e,
3g e 3j)

As cetonas foram obtidas como descrito na parte experimental e a
caracterizagdo estrutural foi efetuada principalmente por analise dos espectros
de IV, RMN'H, RMN'®C e espectrometria de massa. Todas as metanonas, por
espectroscopia no IV, apresentam uma banda da carbonila em torno de
1640 cm™. No espectro de RMN'H temos os sinais em multiplete na regifio de
d 8,0-7,0 referentes aos hidrogénios dos anéis arométicos. As cetonas 3ge3j
apresentam um singlete em 8 3,9 e 2,35 (figuras 16 e 17) correspondentes as
suas respectivas metilas. Em espectrometria de massa por injegio direta (EI-70
€V) os fons moleculares (M™) de todas as cetonas foram detectados. Os dados
referentes aos picos base ¢ os principais fragmentos formados para cada
metanona estiio listados na parte experimental.
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¢). Desmetilacio da 4’Bromof1,1°-bifenil]-4-il 4-metoxifenil metanona (3g)
¢ sintese da 1,1’-{bifenil]-4-il 4-hidroxifenil metanona (20)

Através da desmetilagio da metanona 3g pretendiamos obter a cetona 3l
conforme o procedimento descrito para um composto similar (Sergievskaya ¢
Chemerisskaya, 1950). Na caracterizagio do produto obtido 20 por RMN'H
(Ggura 19) detectamos o desaparecimento do singlete em & 3,9 (atribuido ao
grupo metila da metoxila) mostrando que a desmetilagéio ocorren € em & 8,35-
7,31 b4 sinais em multipletes referentes aos hidrogénios dos anéis aromiticos.
Ao analisar o espectro de massa (figura 19a) verificamos que o ion molecular
(M"™) tem relagio m/z de 274 ¢ niio ha a presenga de isétopos de bromo nos
fragmentos formados. No caso da metanona 31, 0 M"™ deveria ter relagéo m/z
de 354 e apresentar is6topos do bromo. Por espectroscopia no IV a metanona
3g apresenta uma banda em 12564 cm™ (figura 20a) atribuida ao grupo
ArOCH;, a qual desaparece apos a desmetilagiio. A metanona 20 além dos v da
carbonila do grupo ArCOCI apresenta v do grupo hidroxila (ArOH) em 3323,5
em”’ (figura 20b). Através de uma anglise qualitativa de bromo por
fluorescéncia de raio-X (figura 19b) verificamos que a porcentagem de ions
brometo encontrada na amostra ¢ insignificante como demonstra a Tabela 2 no
item 3.2.c. Durante a desmetilagio também ocorren a perda do brometo da
posi¢do para do anel bifenila e o produto de reagéio trata-se da 1,1’-bifenil-4-il
4-hidroxifenil metanona (20).

d). Reaciio de Wittig para sintese dos derivados de diarilpropenaminas

Os compostos 5a, 5S¢, Se, 5j, 51 ¢ 5i foram obtidos e caracterizados como
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descrito na parte experimental. De forma generalizada, os espectros de RMN'H
(5a figura 21; 5c figura 22; 5e figuras 23 e 25 a 30; 5 figura 31, 51 figura
32; 5i figura 34) evidenciam a presenga de duplo triplete (regidio 5 6,0-6,5) e
duplo dublete (regifio 8 3,0-3,5) referentes ao acoplamento dos sinais dos
grupos -CH e -CH; dos isbmeros geométricos E e Z presentes nestes
compostos. Os espectros ainda mostram sinais em multiplete na regifio de &
8,2-6,8 atribuidos aos hidrogénios dos anéis aromaticos.

Para o composto Se a completa atribuigiio dos sinais dos espectros de
RMN de 'H (figura 23) e °C (figura 24) s6 foi possivel com a utilizagio das
técnicas bidimensionais como COSY (atribuigio dos sinais de RMN'H:
figuras 25 ¢ 26), HMQC (atribuigio dos sinais do -CH, -CH, e -CH;; figuras
31 e 32) e HMBC (atribuicfio dos carbonos quaternérios; figuras 27 ¢ 28). Esta
atribuigdo foi realizada somente para o composto 5Se porque dentre os
compostos sintetizados o substituinte nitro na posi¢do para do anel fenila
confere maior efeito de desprotecio sobre os hidrogénios aromaticos
contribuindo para deslocamentos quimicos mais separados.

O composto 5j foi obtido juntamente com impurezas ou produtos
secundérios os quais nio foram eliminados por CCDP e foram detectados por
RMN'H (figura 31). Verificamos que, além das impurezas observadas, o
composto obtido n#o se tratava apenas do derivado acetoxila, mas também do
composto hidroxilado, o que nos parece possivel, porque na reacio de Wittig o
meio reacional € bésico o que levaria a hidrélise (parcial) do grupo acetila,
principalmente no momento em que adicionamos 4gua para interrupgio da
reagdo. Para esclarecer se esta hidrélise realmente estava ocorrendo, uma parte
da amostra foi acetilada e através de RMN'H observamos o desaparecimento
de um triplete na regido de & 6,2 ¢ de um dublete em & 3,2 que estariam
correspondendo, respectivamente, aos prétons dos grupos -CH e -CH, do
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derivado hidroxilado. Os sinais, & principio, atribuidos aos tripletes ¢ dubletes
do derivado acetoxila (grupos -CH e -CHj), respectivamente, em 8 6,33 ¢ 6,30
e d 3,45-3,32 nio apresentaram nenhum deslocamento.

Realizamos vérias tentativas de purificagdo alterando a composiciio da
fase mével da coluna cromatogréfica ou a silica utilizada. Na 3° e ultima
tentativa o composto foi tratado com écido tarthrico onde pretendiamos
transformé-lo para a forma de sal, ¢ assim isolé-lo na fase aquosa. Como
descrito na parte experimental, o composto foi solubilizado na fase orgénica
Jjuntamente com impurezas nio eliminadas por CCDP.

e). Hidrélise do composto 5§ para sintese do composto 51

Apés hidrolise com metdxido de potassio obtivemos o composto SL. Em
RMN'H (figura 32) na regifio de campo baixo § 7,54-6,64 ha sinais em
multiplete referentes aos hidrogénios dos anéis arométicos ¢ em & 6,13 € 6,0 hd
dois tripletes ¢ em & 3,12 e 3,07 dois dubletes, comespondentes,
respectivamente, aos hidrogénios dos grupos -CH e -CH,. Em espectrometria
de massa (figura 33a), o ion molecular (M™) de relagio m/z 409/407 foi
detectado e o pico base tem relagio m/z de 58.

f). Reduciio do composto Se para obtencéio do derivado 5i

Na primeira tentativa de redugfio do grupo nitro do composto Se quando
utilizamos NaBH,S;, o produto da reagéio ndo foi identificado. Na segunda
tentativa, por hidrogenacfio catalitica com Pd/C a reducfio também nfo
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ocorren, mas o produto de partida foi recuperado. Possivelmente, o tempo de
30 minutos n#o foi suficiente para que a reagfio ocorresse.

A reduglio do composto Se finalmente ocorreu quando utilizamos Fe’
como agente redutor. O composto 5i foi obtido ¢ devidamente caracterizado.
Nos espectros de RMN'H (figura 34) os sinais em 5 7,6-6,59 sfio atribuidos
aos hidrogénios dos anéis arométicos e em & 6,28 € 6,22 ¢ 3,43 e 3,39, ha dois
tripletes e dois dubletes atribuidos respectivamente, aos grupos CH e CH,. Em
8 2,49 hé um singlete referente as metilas do grupo -N(CH3); e em & 3,81 hé
uma banda larga atribuida aos hidrogénios do grupo -NH;. Por espectrometria
de massa (figura 33b) o ion molecular, (M™, 408/406) foi detectado e o pico
base tem relagio m/z 393/391. |

g). Sintese do composto 21

Na primeira tentativa de sintese do composto 5l pretendiamos obter a
metanona 31 a partir da metanona 3g ¢ por reagdo de Wittig o composto SI.
Além da desmetilagio ocorreu perda do brometo da posigo para do anel
bifenila de 3g originando o composto 20, como descrito na parte experimental.
Nesta etapa decidimos obter o composto 21 e utilizi-lo nos ensaios biologicos,
considerando a possibilidade de determinagio da importancia do brometo para
a atividade biolégica. A partir da metanona 20 o composto 21 foi obtido e
purificado. Por RMN'H (figura 35a) observamos entre § 7,53-6,7 um sinal em
multiplete atribuido aos H dos anéis arométicos. Os 2 tripletes em & 6,14 e
6,05 séio devido a0 acoplamento do H do grupo ~CH com os H do grupo -CH,
(isomeros E ¢ Z); em & 3,28 ¢ 3,25 h4 2 dubletes referentes ao acoplamento
dos H do grupo -CH; com o H do grupo -CH (isdmeros E e 2); e em § 2,34
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um singlete correspondente as metilas do grupo -N(CHj;),. Em espectrometria
de massa (figura 35b) o ion molecular (M™) de relagéio m/z 329 ¢é detectado
com seus respectivos fragmentos e o pico base tem relacfio m/z 285.

h). Separaciio dos Isdmeros geométricos dos compostos Sa ¢ Sc

O isolamento dos isdmeros geométricos do composto Sa se procedeu
por cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP) e foi confirmada por
andlise das fragbes obtidas através de espectrofotometria de UV/VIS e
RMN'H. O isémero $aZ apresentou uma absorgiio méxima em 260 nm e o
isdmero SaF em 286 nm. Esta diferenca entre valores de Apy se deve,
provavelmente, & posigio dos grupos substituintes mais volumosos que no
isdmero SaF estio em lados opostos da dupla ligacéo, livres de impedimento
estérico, 0 que permite coplanaridade do grupo bifenila com o sistema de
elétrons © conjugados. Para o isémero S5aE temos o sinal de um préton em 8
6,26 (1t, -CH) (fignra 36) e para o préton do isdmero 5aZ o sinal ocorre em §
6,23 (1t, -CH) (figura 37). Os protons do grupo -CH; estiio mais
desprotegidos no isdmero 5akE (1d, 8 3,10) e este fato também ocorre para os
hidrogénios das metilas.

Para o composto S¢ os isdmeros ScE e Sc¢Z foram separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O isémero ScE teve um
tempo de retengdio de 62.94 minutos € o S¢Z de 68 minutos. O isdmero de
configurago ScZ apresenta-se como um sélido branco e absorve no UV em
280 nm ¢ o de configuragdo ScE é um dleo amarelo com absorvincia maxima
em 264 nm. Através de RMN'H (300 MHz, CDCls/TMS) e espectrofometria
de UV/Vis confirmamos a separagdo dos isdmeros ScE ¢ 5¢Z (figuras 38 e
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39). Para os isdmeros isolados, pode se observar nos espectros de RMN'H, a
presenga de apenas um triplete devido ao acoplamento do préton do grupo
-CH com os prétons do -CH, ¢ um dublete que corresponde ao acoplamento
dos prétons do -CH; com o -CH.

4.3) Ensaios Biolégicos In Vitro
4.3.1). Atividade tripanossomicida

A atividade tripanossomicida foi avaliada em formas sanguineas
tripomastigotas ¢ epimastigotas - cepa Y - através da determinacdo da IDs,,
dose que inibe 50% da proliferagdo celular no tempo de 24 horas
(IDs¢/24h/4°C).

Nas formas tripomastigotas, os derivados de diarilpropenaminas
apresentam valores de IDs, consideravelmente menores que a D5, do
Nifurtimox (157,0 + 3,0 pmol L™) e do Cristal Violeta (536,6 + 3,0 pmol L)
utilizado em bancos de sangue. Os compostos 51, 5i e 21 apresentaram IDs,,
respectivamente de 29,1 + 2,1; 121,7 + 12,0 e 257 + 1,7 pmol L para
tripomastigota € 16,5 + 1,7; 71,7+ 6,2 ¢ 8,4 + 1,2 umol L™ para epimastigota.
A atividade tripanossomicida esti na mesma faixa daquela anteriormente
encontrada para os outros derivados de diarilpropenaminas como mostra a
Tabela 6 abaixo (De Conti ¢ Col, 1996ab). Ao compararmos a IDs, do
composto 51 com o 21 verificamos maior efetividade do composto 21 sobre as
formas epimastigotas, mostrando que o 4tomo de bromo na posi¢io para do
anel bifenila provaveimente n#io é relevante para a atividade tripanossomicida.
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Tabela 6 - Atividade tripanossomicida dos derivados de diarilpropenaminas,

Nifurtimox e Cristal Violeta
Compostos IDso/24 HORAS pmot L™
tripomastigota (-4°C) | amastigota (24°C) epimastigota (28°C)
Cristal violeta* 536,6 +3.0 ND ND
Nifartimox* 157,0+30 207,3 + 35,4 163,7+4,1
5a* 18,8 +12 6,6+ 12 12,740,1
Sh* 50,8 £8,1 6,7+03 15,817
Sc* 12,1 £ 1,0 2,302 13216
54+ 33,0+0,5 8,9+03 17,8 +2,1
Se* 350 +27 6,9 + 0,4 24,3 £2.0
5f» 22,0%0,5 23,1+ 1,0 251+35
5g* 549+22 6,1+08 27,1272
Sh* 344 +438 6,0 +0,6 18,2 +3,0
51 291 +2,1 ND 16,5+ 1,7
5i 121,7 £ 12,0 ND 71,7+62
21 25,7+1,7 ND 8,4+12

*De Conti e col., 1996b, ND-Nio determinado

4.3.2) Atividade Antimicobacteriana

Considerando o desenvolvimento de resisténcia micobacteriana varias

drogas tém sido testadas na busca de uma nova quimioterapia para o
tratamento da tuberculose. Neste sentido, determinamos as CIMs e as CBMs
utilizando diferentes cepas padrbes de Mjycobacterium e cepas de M

tuberculosis isoladas de pacientes. No caso das cepas de pacientes, estas foram

classificadas em sensiveis ou resistentes & quimioterapia usada na tuberculose.
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a). Perfil de Sensibilidade das cepas de M. tuberculosis isoladas de

pacientes

Dezoito cepas de M. tuberculosis foram isoladas de escarro de pacientes
portadores de tuberculose, identificadas por niimeros, congeladas e cultivadas
em meio Lowenstein-Jensen antes dos experimentos. Utilizamos cepas
sensiveis ou resistentes, as drogas Pirazinamida, Isoniazida, Rifampicina,
Estreptomicina ¢ Etambutol. Na Tabela 7, esta o perfil de sensibilidade destas
cepas que foram classificadas em resistentes ou sensiveis de acordo com o
método das proporg¢des indireto.

Dentre as cepas isoladas ha grande nitmero de cepas sensiveis. Sensiveis
ou resistentes, estas cepas sfio importantes no estudo porque sio diferenciadas
das cepas padrdes ATCC, uma vez que ja sofreram interferéncias do meio.
Dessa forma € de grande relevincia a utilizagdo dessas cepas na triagem de
compostos anti-tuberculose.

Para a Pirazinamida na concentragdo critica de 1620 pmol L o niimero
de colnias no frasco teste foi inferior 4 10% (proporgdo critica) do nimero
encontrado no frasco controle (sem droga) para todas as cepas testadas e
consequentemente essas sdo consideradas sensiveis a Pirazinamida. No caso da
Isoniazida a concentragio critica é de 1,46 pumol L™ ¢ a proporgiio critica de
1%. Ha quatro cepas resistentes significando que para essas cepas o nimero de
colbnias encontradas no frasco teste esta acima de 1% do niimero encontrado
no controle. Para o Etambutol (7,21 pmol L), Rifampicina (48,6 pmol L) e
Estreptomicina (2,74 pmol L) as concentragdes criticas sdio respectivamente
1%, 1% e 10%. A cepa 3415 ¢é resistente ao Etambutol, Isoniazida,
Rifampicina e Estreptomicina; a 3082 4 Isoniazida e Rifampicina e as cepas

2050 e 258 s3o resistentes somente a Isoniazida.
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Tabela 7 - Perfil de sensibilidade das cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes

Drogas pmol L
PZA 1620 | INH1,46 (EMB7,21 | RFP48,6 | SM 2,74
Cepas 10% 1% 1% 1% 10%
3415 S R R R R
2050 S R S S S
258 S R S S S
3082 S R 3 R S
3375 S S S S S
3236 S S S S S
282 S S S S S
3236 S S S S S
536 S S S S 3
909 S 3 S S S
544 S S S S S
452 S S S S S
3342 S S S S S
552 S S S S S
329 S S S S S
2277 S S S S S
3377 S S S S S
3251 S S S S S

Concentragdes criticas: PZA 1620-Pirazinamida 1620 pmol L, INH 1,46-Isoniazida
1,46 umol L', EMB- Etambutol 7,21 umol L™*; RFP 48 6-Rifampicina 48,6 pmol L'
SM 2,74- Estreptomicina 2,74 pmol L™'; R= Cepas Resistentes; S= Cepas Sensiveis;
0s nimeros em % se referem a proporgéo critica.

b). Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentraciio Bactericida
Minima (CBM) pela macrodiluicio em tubos

Estas CIMs e CBMs, foram obtidas, através da macrodiluigdo em meio
liquido de Middlebrook 7H9 (Difco). Nesta triagem utilizamos os compostos
dertvados de diarilpropenaminas ¢ como padrio as drogas Rifampicina,
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Isoniazida, Etambutol, Pirazinamida e Estreptomicina.

Nas Tabelas 8 ¢ 9 estdo apresentados os valores das CIMs e CBMs para
os derivados de diarilpropenaminas frente as cepas padrdes de M. tuberculosis
H3;Ra, M. tuberculosis H3;Rv, M. hmsasii,. M. avium, M. malmoense, M.
intracellulare ¢ cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes, as quais estdo

identificadas por nimeros.

Tabela 8 - CIMs frente as cepas padrdes de M. tuberculosis HyRv, M. kansasii, M.

avium, M. malmoense e cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes (identificadas

por nimeros)
Compostos pmol L!
Cepas Sa S5aF | S5aZ Sc ScE 5¢Z
M. tuberculosis H;-Rv 20 10 20 17 34 17
M. kansasii ND 20 5 17 17 17
M. avium 20 20 20 17 17 17
M. malmoense 20 20 40 ND 34 17
282 ND 20 80 68 17 17
3236 ND 20 40 68 17 34
3415 ND 20 80 68 17 4,2
2277 40 20 40 34 17 17
3377 40 20 20 17 34 34
2050 40 20 20 17 8,5 17
3251 20 20 10 8,5 8,5 8,5

Sa e Sc - Compostos 5a ¢ 5¢; SaE e 5aZ - Isdbmeros geométricos E e Z do composto
Sa; ScE e 5cZ - Isdmeros geométricos E e Z do composto Sc¢; ND-Nio determinado.

Nestes ensaios utilizamos os derivados 5a e 5c¢ de diarilpropenaminas e
seus respectivos isdbmeros geométricos E e Z. As CIMs variaram de 5 a 80
umol L™ ¢ as CBMs de 20 & 160 umol L dentre todas as cepas utilizadas. Os
valores representam a média de ensaios em duplicata. O derivado 5¢ ¢ seus

isbmeros geométricos ScE e 5¢Z foram os mais efetivos sobre as cepas de
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micobactérias o que pode estar relacionado ao carter lipofilico que o dtomo de
bromo na posi¢#o para do anel fenila confere a molécula.

A comparagdo das CIMs ¢ CBMs para o M. ftuberculosis H3;Rv
mostram que a concentragio necessiria para efeito bactericida € igual ou 2x a
concentragio bacteriostitica. Com exceglio do composto 5cZ, para as cepas
282, 3236 e 3415 isoladas de pacientes, as CIMs ¢ CBMs sdo iguais
evidenciando o efeito bactericida dos derivados de diarilpropenaminas.

Tabela 9 - CBM frente as cepas padrSes de M. tuberculosis Hy;Rv, M. kansasii, M.
avium, M. malmoense e cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes (identificadas

por niimeros)

Compostos pmo} L™
Cepas Sa S5aFE SaZ Sc¢ ScE 5¢Z
M. tberculosis Hi;Rv 20 20 20 34 34 34
M. kansasii ND 40 160 136 >136 234
M. avium 160 2160 160 68 2136 >136
M. malmoense ND >160 280 136 268 34
282 ND 20 80 638 17 68
3236 ND 20 40 68 17 34
3415 ND 20 80 68 17 8.4
2277 40 80 80 68 136 136
3377 40 80 2160 136 34 68
2050 40 40 80 136 34 68
3251 20 40 40 34 136 =136

Sa e Sc - Compostos 5a e Sc; SaE e 5aZ - IsBmeros geométricos E e Z do composto
Sa; ScE e 5¢Z - Isdmeros geométricos E e Z do composto S¢; ND-Nio determinado.

c). Concentragdo Inibitéria Minima pela microdilnicio em placa

No inicio do estudo haviamos proposto somente ¢ uso da técnica da
macrodilui¢io em meio liquido de Middlebrook 7H9 para avaliarmos as CIMs,
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mas durante a execugdo dos experimentos decidimos também determinar as
CIMs através da dosagem em microplacas e revelagdo com o corante Alamar
Blue - Tabela 10 (Yajko e col., 1995; Collins e Franzblau, 1997). A utiliza¢io
de duas técnicas diferentes com a mesma finalidade nos possibilitou a
comparagdo dos resultados obtidos que apresentaram uma boa correlagfio. O
corante Alamar Blue funciona como um indicador de crescimento ou
viabilidade celular permitindo o monitoramento da proliferaciio celular
(Ahmed e col., 1994). Em células de mamiferos, a redugéo do corante Alamar
Blue depende da atividade de enzimas dehidrogenases nio especificas, as quais
estio envolvidas na cadeia respiratoria das mitocondrias (Fairlamb e
Opperdoes, 1986). A forma oxidada de cor azul ndo fluorescente se torna rosa
e fluorescente ap6s a redugdo quando na presenca de células.

A Tabela 10 mostra que as CIMs obtidas pela microdilui¢io em placa
para os derivados de diarilpropenaminas variaram de < 53 80 e < 4,2 3 68
umol LT para os composto Sa e Sc, respectivamente. Os seus isdmeros
geométricos SaE, 5aZ, 5cE e 5¢Z apresentaram atividade antimicobacteriana
semelhante aquela das misturas isoméricas. Para o composto 5i as CIMs foram
determinadas somente nas cepas padrdes e variaram de 4,9 2 78,6 umol L™,

Compafando as CIM:s obtidas pela macrodilui¢io em tubos (Tabela 8) e
microdilui¢do em placas (Tabela 10), podemos observar que os resultados s3o
semelhantes, fato também relatado anteriormente por Collins e Franzblau

(1997), em um estudo para “screening” de drogas.
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Tabela 10 - CIM em umol L, frente as cepas padrdes de M. tuberculosis Ha;Ra, M.
tuberculosis Hy7:Rv, M. kamnsasii (Mk), M. avium (Ma), M. malmoense (Mm), M.
cellatum (Mc), M. intracellulare (Mi) e cepas de M. wuberculosis isoladas de
pacientes (identificadas por mimeros)

Compostos

Cepas | Sa | SaE | SaZ Sc 5E | 5¢Z sl &i 21
Hs7Ra | 20 10 10 34 34 17 19.6 39 24
Hy»Rv | 10 10 10 8,5 8,5 42 9.8 49 | <6
Mk 20 40 20 34 34 34 19,6 39 97
Ma 40 40 40 34 34 34 19.6 39 97
Mm 80 R0 40 17 34 34 78 39 o7
Mc¢ 40 40 20 17 34 34 78 49 | 48,6
Mi 40 80 40 68 68 68 78 78,6 | 97
3415 40 40 40 34 17 34 ND 48,6
282 <5 <5 <5 <42 | <42 | <42 | ND 48,6

536 <5 | <5 <5 42 | <42 (<42 | <49

909 10 | 20 20 17 17 17 39

544 10 | 20 20 17 34 17 ND

452 <5 | <5 <5 <42 | <42 [<42| ND

3342 | ND | 10 10 8,5 8,5 8,5 | ND
552 10 20 20 17 17 17 39
258 | <5 | <5 | <5 [ <42 | 85 | 85 ] 196
329 20 | 20 40 17 17 17 ND
3082 | ND | ND | ND ND ND | ND | <49

Sa, 5¢, 51, 8i e 20 - Compostos Sa; 8¢, 81, Sie 21;

SaE e $aZ - Isomeros geométricos E ¢ Z do composto Sa;

ScE e 5cZ - Isémeros geométricos E e Z do composto Sc;

ND-Néo determinado.

EEERIEICIRIEIEE
g

Utilizando a microdilui¢io em placa o composto 51 apresenta CIMs
variando de < 4,9 4 78 pmol L enquanto o composto 21 tem CIMs de 6 a 97
pmol L. Provavelmente a presenca do atomo de bromo na posigio para do
anel bifenila do composto 51 contribui para sua melhor efetividade. A literatura
relata que as hidrazonoindolinonas (figura 8) sdo agentes com potente
atividade anti-tuberculose. A hidrazonoindolona a € desprovida dessa
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atividade, entretanto o composto b exibe 87% de inibigéo sobre a proliferagdo
do M. tuberculosis Hy;Rv. Isto demonstra que outros compostos, além das
diarilpropenaminas tém a atividade biolégica exacerbada quando apresentam o
bromo ligado a fenila. Provavelmente a eficicia destes compostos estd
relacionada ao efeito indutivo que o 4tomo de bromo exerce sobre a molécula e
a lipofilicidade da cadeia alquilica (Karali e col, 1998). Ge ¢ col. (1999)
também relatam um estudo onde derivados da Vancomicina com cloro-bifenil
na estrutura apresentam melhor atividade antibi6tica em cepas de Enterococcus
Jaecalis resistentes 4 Vancomicina. Estes dados salientam a importéncia do
anel bifenila ligado a halogénio nos derivados de diarilpropenaminas para as
atividades biolégicas.

N—N=‘/ J—Q—x

H / NHCH,CHCH,

0O
P{H

] i a- X=H
Hidrazonoindolonas b- X=Br

Figura 8 - Estrutura das hidrazonindolonas

Dentre as cepas padrdes o M. tuberculosis Hy;Rv foi o mais susceptivel
a agd0 dos derivados de diarilpropenaminas com CIMs de 10, 8,5 98 49e<
6 umol L™ respectivamente para os derivados Sa, 5c, 51, 5i e 21. Quando
comparamos as CIMs destes compostos para as cepas padrdes com aquelas das
cepas isoladas de pacientes observamos CIMs menores indicando maior
susceptibilidade das cepas isoladas de pacientes. Além disso, as cepas de

numeros 258, 3082 e 3415 sio resistentes as drogas usadas na quimioterapia da
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tuberculose € se¢ mostraram susceptiveis a aglio dos derivados de
diarilpropenaminas, principalmente a de nimero 258.

Na Tabela 11 representamos as CIMs determinadas em nosso estudo
para as drogas utilizadas na quimioterapia da tuberculose ¢ na Tabela 12 os
valores citados na literatura (Collins e Franzblau, 1997). Ao compararmos
esses valores de CIMs constatamos certa concordéncia de resultados.

Ao compararmos os valores de CIMs obtidos para os derivados de
diarilpropenaminas com aqueles obtidos para as drogas acima, nossos
resultados s3o compariveis aos apresentados pelo Etambutol e indicam
potencial atividade antimicobacteriana dos derivados de diarilpropenaminas.

Tabela 11 - CIM de drogas utilizadas na quimioterapia da tuberculose para cepas
padrSes de M. tuberculosis Hy1Rv, M. tuberculosis H3;Ra, M. kansasii, M. avium, M,

malmoense e M. cellatum

CIM - pmol L™
Cepas . |Isoniazida | Rifampicina | Estreptomicina | Etambutol
M. tuberculosis By;Rv |  <0,22 <0,036 < 0,086 14,4
M. tuberculosisHy7Ra | <0,22 <0,036 < 0,086 3,6
M. avium 23,65 0,3 0,69 >144
M. kansasii = 3,65 20,6 <1,37 > 14,4
M. malmoense > 3,65 20,6 <1,37 > 14,4
M. cellatum > 3,65 20,6 0,69 7.2

Tabela 12 - CIM de drogas utilizadas na quimioterapia da tuberculose para M.
tuberculosis H;;Rv ATCC 27294

CIM - umol L!

Cepas Isoniazida |Rifampicina |Estreptomicina | Etambutol

M. tuberculosis Hy;Rv | <0,18-0,37 | £0,061-0,121 | < 0,064-0,26 3,39-6,78
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As micobacterias infectam e se multiplicam em macr6fagos e para uma
droga ter agiio anti-tuberculose ¢ necessirio sua penetracdo na célula. Neste
estudo, in vitro, avaliamos as atividades das drogas em bacilos extracelulares
que estdo se multiplicando rapidamente. Portanto, é necessério a avaliagéo
destas drogas em macr6fagos infectados e a realizacdo de estudo em animais
experimentalmente infectados com micobactérias. Provavelmente a realizacio
do estudo in vivo elucidari aspectos relacionados a efetividade dos derivados
de diarilpropenaminas sobre micobactérias.

4.3.3) Citotoxicidade em Células Fibroblasticas

A avaliagdio da citotoxicidade dos compostos 51, 5i e 21 foi realizada
utilizando-se células fibroblasticas V79, provenientes de pulmio de hamster
chinés. Visando obter informagdes sobre efeitos t6xicos especificos em
diferentes organelas ou fungdes celulares, foram utilizadas trés metodologias
(DNA, VN e MTT) que avaliam diferentes alvos celulares.

As respectivas curvas dos graficos (figuras 9, 10 e 11) representam a
média dos valores obtidos em 9 replicatas para cada concentragdo de droga
avaliada. Os valores de ICs, foram obtidos por interpolagio de dados e estio
expressos na Tabela 13 para os ensaios de DNA, VN e MTT para os composto
SL Sie2l.

A determinagdo do conteado total de DNA (DNA), cujo objetivo é
avaliar a capacidade proliferativa das células (Knox e col, 1986), mostrou
diferengas na toxicidade dos compostos. O composto 51 foi o mais

citotoxico com ICso de 6,66 umol L™ e 0 5i 0 menos citotéxico com ICsy de

25,51 pmol L™ (Tabela 13). O gréfico da figura 9 mostra que nos compostos



testados o conteido de DNA diminui, 4 medida em que se aumenta a

concentragdo dos compostos.
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Tabela 13 - Citotoxicidade dos derivados de diarilpropenaminas

ICso - pmol L
Compostos DNA VN MTT
51 6,66 7,55 7,19
21 9,57 16,84 18,02
5i 25,51 28,97 28,03

DNA-Contetdo de DNA, VN-Vermelho neutro, MTT-Sal de tetrazélio
ICso — Concentrago que inibe 50% do crescimento celular

% C ontrole

i} ) 5 ) 10 ) 11—5 0 25 . 30 ) 3; a0
[Compostos] umel L

Figura 9 - Determinagéo do contedo total de DNA de células V79 expostas aos
derivados de diarilpropenaminas (51, 5i e 21).

Nos ensaios de avaliagio da integridade dos lisossomas, onde foi
medida a capacidade das células vivas de incorporar o corante VN, os
compostos demostraram o mesmo padriio de citotoxicidade apresentada para
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DNA, sendo o composto 51 o mais citotéxico com ICso de 7,55 pmol L’
(Tabela 13).

110 —a—5j
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2 90 —h—- 21
° |
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Figura 10 - Avaliagio da integridade lisossomal (VN) de células V79 expostas aos
derivados de diarilpropenaminas (51, 5i e 21).

Compostos que apresentam carater anfifilico (um grupamento amino
primario ou substituido e uma regifio hidrofdbica) que se acumulam nos
lisossomas induzindo a lipidose sdo denominados lisossomatrépicos. O
fendmeno da lipidose ocorre, provavelmente, pela interagdo dessas substincias
com fosfolipideos, provocando a desestabilizago das estruturas componentes
da membrana lisossomal e, consequentemente, o actmulo das mesmas no
interior da organela (De Conti, 1996).

As alteragdes produzidas por agentes lisossomatrépicos provocam a
redugdio na incorporagdo de VN e isto faz com que seja possivel distinguir
células viaveis de células danificadas ou mortas (Borenfreund e Puemner,
1984).
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Drogas que induzem a lipidose causam lesGes no sistema nervoso
central, provocando alteragbes no tecido ocular (Hein e col., 1990). A
Zimelidina ¢ um antidepressivo que foi retirado do mercado por apresentar
efeitos colaterais severos, induzindo a lipidose e apresentando neurotoxicidade.
No entanto, drogas como a Clorpromazina ¢ a Amitriptilinea mostraram
pronunciado efeito lisossomatrépico em cultura de células mas ndo induzem a
lipidose em humanos (Liillmann e col., 1978).

Existe a possibilidade de que os derivados de diarilpropenaminas por
terem demonstrado toxicidade especifica sobre os lisossomas e apresentarem
um grupo amina e uma regido hidrofébica, possam também induzir a lipidose.

A redugfio do sal de tetrazélio MTT a formazan, um cristal azul soliavel
em etanol, foi utilizada para avaliar o funcionamento correto das mitocondrias,
através da redugdo enzimitica do MTT pela succinato desidrogenase
mitocondrial das células viaveis (Denizot ¢ Lang, 1986). A quantidade de
formazan produzida é proporcional 4 quantidade de células, pois tal redugdo
ocorre somente em células vivas ou ndo danificadas. Neste ensaio, © composto
51 também foi o mais citotéxico com ICsy de 7,19 pumol L (Tabela 13 e
figura 11).

Alguns estudos detalhados utilizando mitocondrias extraidas de
homogenatos de figado e hepatécitos intactos indicaram, no entanto, que a
redugdo de MTT ocorre, predominantemente, através do sistema redox
NAD(PYNADP(H) citosélico. A avaliagdo da redugdo do MTT em células
V79, tratadas com conhecidos inibidores ou indutores do balango redox
citosolico, confirmou o envolvimento do sistema NAD(P)NADP(H) na
produgéo de formazan (Fry e col.1995).
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Figura 11 - Avaliagdo da integridade mitocondrial (MTT) de células V79 expostas
a0s derivados de diarilpropenaminas (51, 5i e 21).

Na avaliagdo da citotoxicidade o composto 5L mostrou-se o mais
citotoxico evidenciando a importancia do atomo de bromo que confere maior

lipofilicidade 4 molécula, e consequentemente maior interag@io com as células.
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5) Conclusdes

1.

Os derivados de diarilpropenaminas Sa e 5S¢ foram sintetizados e
caracterizados € os seus respectivos isdmeros geométricos SakE, 5aZ, ScE,
ScZ foram isolados de acordo com metodologia previamente descrita (De
Conti e col., 1996a; Oliveira e col., 1999).

Conforme a metodologia descrita neste trabalho obtivemos os compostos
Sl, 51 e 21, derivados de diarilpropenaminas, os quais foram purificados e
caracterizados. Os compostos 5j ¢ Se embora ndo constituissem objetivos
do trabalho também foram sintetizados e utilizados como intermediarios na
sintese dos compostos 51 e 5i. O composto §j ndo foi purificado.

A atividade tripanossomicida e a citotoxicidade dos compostos 51, 5i e 21
estio na mesma faixa daquelas previamente encontradas para os outros
derivados.

Os compostos Sa, 5aE, 5aZ, Sc, ScE, 5¢Z, 51, 5i e 21 apresentam atividade
antimicobacteriana comparavel a apresentada pelo Etambutol.

A comparagio das atividades antimicobacteriana dos compostos 51 ¢ 21
evidencia a importéncia do atomo de bromo na posigdo para do anel
bifenila para esta atividade.

As técnicas de RMN'H ¢ RMN"C permitiram a realizagéo da atribui¢do
dos hidrogénios e carbonos a seus respectivos deslocamentos quimicos para

0 composto Se.
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Figura 12 - Espectroscopia no IV do composto 11 (KBr cm™).



Figura 13 — Espectroscopia no IV do composto 19 (KBr cm™).
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Figura 14 — Espectro de RMN'H do composto 19 (300 MHz, CDCL/TMS, 5).
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Figura 15- Espectroscopia no IV do composto 1j (filme cm™).
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Figura 16 - Espectro de RMN'H do composte 3g (300 MHz, CDCIL/TMS, 5).
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Figura 17 - Espectro de RMN'H do composto 3j (300 MHz, CDCly/TMS, §).
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Figura 18 — Espectro de RMN'H do composto 20 (300 MHz, CDCL/TMS, 5).
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Figura 193 - Espectrometria de massa do compesto 20 (EI - 70 eV).
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Figura 20b - Espectroscopia no IV do composto 20 (KBr cm™).
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' Figura 21 - Espectro de RMN'H do composto Sa (500 MHz; CDCl/TMS, 5).
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Figura 23 - Espectro de RMN'H do composto Se (500 MHz; CDCL/TMS, 3).
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Figura 24- Espectro de RMN"C do composte Se (125 MHz, CDCl/TMS, 5).
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Figura 25 - Grifico de Contorno COSY do composto Se.
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Figura 31 - Espectro de RMN'H do composto 5j (500 MHz; CDCl/TMS, §).
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 Figura 34 - Espectro de RMN'H do composto 5i (300 MHz; CDCl/TMS, 5).
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Figura 35a- Espectro de RMN'H do composto 21 (500 MHz; CDCl/TMS, ).
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Figura 35b - Espectrometria de massa do composto 21 (EI - 70 eV).
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. Figura 36 - Espectro de RMN'H do composto SaE (300 MHz, CDCL/TMS, §).



Anexo 118

Br

H, fH,
c—{
H,

™r T T T

-----------------

Figura 37 - Espectro de RMN'H do composto 5aZ (300 MHz, CDCL/TMS, §).
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Figura38 - Espectro de M‘Bheﬂmpouo ScE (300 MHz; cncn,rms,a).
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Figura 39 - Espectro de RMN'H do composto 5cZ (300 MHz; CDCL/TMS, 5).



