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RESUMO

A resisténcia bacteriana é a capacidade das bactérias se adaptarem aos antibioticos por meio de
mecanismos bioquimicos, sendo considerada um dos maiores desafios de saude publica do
século XXI. Estima-se que até 2050, essas infec¢Oes bacterianas afetardo cerca de 10 milhGes
de pessoas ao redor do mundo. A resisténcia aos antibioticos p-lactdmicos, que agem inibindo
a biossintese da parede celular bacteriana, é especialmente preocupante, uma vez que sdo
considerados o ultimo recurso terapéutico para tratar muitas infecgdes. O principal mecanismo
de resisténcia envolvido ¢ a produgdo de serina B-lactamases (SPLs) e metalo-B-lactamases
(MBLs), enzimas que degradam o anel B-lactdmico destes antibioticos. Neste sentido, Brem e
colaboradores (2014) identificaram o composto ML302F como inibidor da MBL, com valor de
Clspigual a 0,30 uM e com Ki de 183 + 24 nM. Baseado nisto, 0 objetivo deste trabalho foi
planejar e desenvolver 10 analogos contendo modificacdes na por¢do aromatica e a troca do
grupo tiol pelo ciano no carbono-a da insaturagdo. A metodologia de sintese empregada se
mostrou satisfatoria na obtencdo dos compostos intermediario e finais, com rendimentos
variando entre 46,01-93,01% e pureza superior a 95%. Além disso, por meio da determinacéo
in silico das propriedades ADME, foi possivel predizer que os derivados de acido 2-
cianoacrilicos ndo violam as regras de Lipinski e Veber. Por fim, os derivados de acidos 2-
cianoacrilicos sintetizados serdo posteriormente avaliados quanto a sua capacidade de inibicdo
frente as enzimas B-lactamases em sinergia com antibioticos B-lactamicos, contribuindo para o
desenvolvimento de novos inibidores potentes, de baixo custo e relativamente nao toxicos para

uma nova abordagem no tratamento de infec¢des bacterianas.

Palavras-chave: Acidos 2-cianoacrilicos; Resisténcia bacteriana, f-lactamases; SBLs;
MpLs.



ABSTRACT

Bacterial resistance is the ability of bacteria to adapt to antibiotics through biochemical
mechanisms, representing one of the greatest public health challenges of the 21st century. It is
estimated that by 2050, bacterial infections will affect approximately 10 million people
worldwide. Resistance to B-lactam antibiotics, which act by inhibiting bacterial cell wall
biosynthesis, is particularly concerning as they are considered the last therapeutic resort for
treating many infections. The main resistance mechanism involved is the production of serine
B-lactamases (SPLs) and metallo-B-lactamases (MBLSs), enzymes that degrade the B-lactam ring
of these antibiotics. In this context, Brem et al. (2014) identified the compound ML302F as an
MBL inhibitor, with an ICso value of 0.30 uM and a Ki of 183 + 24 nM. Based on this, the
objective of this work was to design and develop 10 analogs containing modifications in the
aromatic portion and the substitution of the thiol group with a cyano group on the a-carbon of
the double bond. The employed synthetic methodology proved satisfactory for obtaining
intermediate and final compounds, with yields ranging from 46.01% to 93.01% and purity
above 95%. Furthermore, by determining in silico ADME properties, it was predicted that the
2-cyanoacrylic acid derivatives do not violate Lipinski's and Veber's rules. Finally, the
synthesized 2-cyanoacrylic acid derivatives will subsequently be evaluated for their ability to
inhibit pB-lactamase enzymes in synergy with B-lactam antibiotics, contributing to the
development of potent, low-cost, and relatively non-toxic inhibitors for a new approach to

bacterial infection treatment.

Keywords: 2-Cyanoacrylic acids; Bacterial resistance; S-lactamases; SpLs; MfLs.
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1 INTRODUCAO

A descoberta da penicilina em 1929 por Alexander Fleming, seguido pela
caracterizagdo quimica desta substancia como detentora de um p-lactdmico por Howard Florey
e colaboradores, representou um marco na histéria moderna da humanidade (ABRAHAM,
1983; BENNETT e CHUNG, 2001; GAYNES et al., 2017). No entanto, desde os primeiros
antibidticos B-lactdmicos introduzidos para combater a acdo de bactérias patogénicas, a
resisténcia aos mesmos desenvolveu-se rapidamente devido a sua ado¢do generalizada ja
observada nas décadas de 1940 e 1950 (SHLAES, 2010).

A resisténcia bacteriana é uma das principais ameacas de saude global atual devido ao
uso excessivamente indevido de antibidticos. Conforme a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), este problema foi causa direta de 1,27 milhdes de 6bitos em todo o mundo no ano de
2019, e contribuiu para cerca de 4,95 milhdes de mortes até 2023 (WHO, 2023a). De acordo
com Jim O’Neill (2016), cerca de 700 mil mortes ocorrem anualmente no mundo devido a
infeccbes causadas por bactérias resistentes, evidenciando a gravidade da crise global.
ProjecOes comissionadas pelo governo do Reino Unido estima que, se a tendéncia atual da
resisténcia bacteriana se mantiver ao longo dos anos, é provavel que esta torne-se a principal
causa de morte da populacdo mundial em 2050 (O'NEILL, 2014). As projecdes indicam que 0
sul da Asia, a América Latina e o Caribe sejam as regides com maiores taxas de mortalidade
até 2050 (NAGHAVI et al., 2024). Em alguns paises subdesenvolvidos as taxas de resisténcia
séo cerca de 90%, como resultado disto muitos tratamentos séo ineficazes para doengas como
infec¢des urindrias, respiratorias e sexualmente transmissiveis (DSTs), além de pneumonias
e tuberculose (Anvisa, 2022). Em adigdo, a falta de respostas a farmacoterapia existente contra
as infecgOes bacterianas exige medicamentos mais complexos e caros, internagdes hospitalares

mais longas e necessidade de cuidados mais intensivos.

Os PB-lactamicos representam uma classe de agentes antibidticos que inclui as
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas e monobactamas como farmacos de amplo espectro
de acdo, sendo amplamente utilizados devido a sua eficacia (BUSH e BRADFORD, 2016).
Dentre os mecanismos de resisténcia bacteriana mais preocupantes estdo as P-lactamases,
enzimas presentes em bactérias gram-positivas e gram-negativas, as quais hidrolisam o anel -
lactdmico dos antibidticos, inativando-os (POOLE, 2024). A produgdo dessas enzimas pode ser
induzida ou constitutiva, ¢ a disseminagdo de genes que codificam as B-lactamases entre

bactérias patogénicas tém agravado o problema da resisténcia, levado ao surgimento de cepas



18

resistentes como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (ZENG e
LIN, 2013).

Assim, havendo uma necessidade urgente de desenvolver novas estratégias para
combater a resisténcia mediada por B-lactamases, o presente trabalho visa planejar e sintetizar
derivados de &cidos acrilicos como prototipos inibidores de SBL e MBL. A hipdtese central
deste estudo é que esses compostos possam efetivamente inibir a atividade das B-lactamases,
atuando como aceptores de Michael ou coordenando com 0s metais presentes no sitio ativo da

enzima, restaurando assim a eficacia dos antibioticos [3-lactamicos contra cepas resistentes.

De acordo com o estudo de Brem et al. (2014), que demonstrou a potente inibi¢do da
enzima MBL VIM-2 pelo ML302F, um produto da hidrolise de um composto a base de
rodanina, que apresentou um perfil farmacofoérico promissor para o desenvolvimento de novos
inibidores de B-lactamases. Assim, compostos derivados de acidos acrilicos foram planejados
e sintetizados no presente trabalho, incorporando o grupo ciano (-CN) na posigdo 2 da a,f-
insaturacao, contendo diferentes grupos doadores e retiradores de densidade eletrénica no anel

benzénico, com o objetivo de obter compostos mais potentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Resisténcia Bacteriana

As bacterias representam uma das primeiras formas de vida no planeta, estando
presentes no solo, na agua, em locais de altas pressfes, em ambientes indspitos e dentro de
outros seres vivos. Ao realizarem associa¢gdes com outros organismos de forma parasitaria, as
bactérias sdo classificadas como microbios patogénicos, gerando doencas infecciosas que
podem levar a morte. A patogénese bacteriana possui como via a reducdo dos efeitos
terapéuticos da quimioterapia antibacteriana. Curiosamente, ao longo de sua evolugdo os
patdgenos bacterianos desenvolveram diversos mecanismos para resistir compostos
bactericidas que eram produzidos naturalmente em seus habitats (MAISONNEUVE e
GERDES, 2014; RANDICH e BRUN, 2015). Também o resistoma, o conjunto de genes que
determinam a resisténcia, se adaptou para enfrentar os desafios impostos pelo uso de
antibidticos modernos utilizados na farmacoterapia (CHRISTAKI, MARCOU e TOFARIDES,
2020).

Desde a década de 1920, o uso indiscriminado de antibacterianos efetivos foi seguido
pelo surgimento de microrganismos resistentes aos mesmos. Em 1924, pela primeira vez foi
reportada a bactéria Treponema pallidum resistente ao tratamento com Arsfenamina
(Salvarsan) (SILBERSTEIN, 1924; HAIDER e IKRAM, 2022; PAUL et al., 2023). Em 1943,
foi detectada resisténcia a penicilina em Staphylococcus aureus, seguida, nas décadas de 1950
e 1960, por outras bactérias, como Escherichia coli, Salmonella spp. e Shigella spp. (AMINOV,
2009; LI et al., 2023). A partir da década de 1990, pesquisadores e médicos passaram a se
preocupar com o ritmo do desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos néo
conseguirem acompanhar o aumento continuo e preocupante da resisténcia antimicrobiana
(DRLICA e PERLIN, 2010; PODOLSKY, 2018). Atualmente, uma grande parte dos patdgenos
bacterianos conhecidos desenvolveram resisténcia aos antibidticos existentes no mercado.
Além disso, a resisténcia se espalha tanto em bactérias patogénicas humanas e animais quanto
em micrébios ambientais, sendo que alguns probidticos podem desenvolver resisténcia sob a
pressdo seletiva prolongada dos antibidticos (WANG et al., 2017; EMARA et al., 2023). Na
Figura 1 esta descrito uma breve linha do tempo apresentando a introducdo de novas classes de
antibiodticos juntamente com o ano em que a resisténcia bacteriana foi reportada pela primeira

VEZ.
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Figura 1 - Linha do tempo sobre a introducdo de novas classes de antibi6ticos ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana.
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Fonte: FENG et al., 2023 (ADAPTADO).

A escassez de novos antibidticos, juntamente com a evolucdo de bactérias
multirresistentes esta gerando um risco para a saude publica, onde especialistas preveem que
esta crise se intensificara nos proximos anos. Apesar da resisténcia bacteriana aos antibioticos
ser um fendbmeno natural e inevitavel, devido ao carater evolutivo e a alta adaptabilidade das
bactérias, um dos principais fatores que transformaram essa ocorréncia natural em um dos mais
graves problemas de salde global é o comportamento humano. O uso excessivo e muitas vezes
inapropriado de antibioticos em seres humanos, em animais e até mesmo no campo da
agricultura promove a selecdo induzida de cepas bacterianas mais resistentes (ALDEYAB,
LOPEZ-LOZANO e GOULD, 2020; MO et al., 2017; HERNANDO-AMADO et al., 2019).
Uma vez que as bactérias resistentes aos antimicrobianos sdo encontradas em pessoas, em
animais, em alimentos, na agua, no solo e no ar, elas podem ser transmitidas entre pessoas e
animais, seja por meio dos alimentos de origem animal ou entre seres humanos. Além disso,
apos a década de 1990, houve uma significativa falta de investimento no setor de Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) da indlstria farmacéutica, devido a baixa rentabilidade dos
antibidticos aliado a falta de estratégias inovadoras para o desenvolvimento de novos farmacos
(SKOLD, 2011; GONZALEZ-BELLO, 2019; LEPORE et al., 2019).
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Os antibidticos clinicamente usados em sua maioria atuam sobre um conjunto limitado
de alvos bioldgicos, incluindo sintese de proteinas, biossintese da parede celular, replicacdo de
DNA, transcricdo de RNA, biossintese de folato e estrutura de membrana (TORTORA, CASE
e FUNKE, 2017). Em adicdo, os antibioticos em desenvolvimento frequentemente derivam de
compostos descobertos em décadas passadas. Desse modo, ha uma necessidade urgente de
desenvolver novas estratégias terapéuticas para tratar infeccGes bacterianas, que podem
prolongar a doenca, causar incapacidade fisica e até mesmo levar a morte. Essas infecgdes,
geralmente provocadas por bactérias gram-negativas como Mycobacterium tuberculosis,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Salmonella Typhi, Neisseria gonorrhoeae e Staphylococcus aureus, Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em 2024 (WHO, 2024b).

A falta de antibi6ticos eficazes para o tratamento de infecgdes eleva significativamente
0 risco associado a procedimentos médicos, como cirurgias complexas, transplantes de 6rgaos,
implantes, controle do diabetes, dentre outros. Ao mesmo tempo, a resisténcia bacteriana
contribui para altos custos da assisténcia médica devido a internagcfes hospitalares prolongadas
e maior necessidade de cuidados intensivos. Na Europa, mais de 900 milhdes de euros foram
destinados aos custos hospitalares com pacientes infectados com bactérias resistentes
(KOBEISSI et al., 2021; LI et al., 2023). Estima-se que 0s custos sociais resultem em 569
milhdes de dias extras de hospital por ano até 2050 (KOBEISSI et al., 2021). Além disso, foram
registradas perdas econémicas diretas de aproximadamente US$ 20 e 35 bilhdes nos EUA e na
China, respectivamente (PRESTINACI et al., 2015; ZHEN et al., 2021). Se a estratégia de
contencdo da resisténcia bacteriana ndo funcionar, espera-se um enorme impacto negativo na
salde global e na economia, pois estima-se que, até 2050, a resisténcia aos antibioticos reduzira
0 PIB global anual em 3,8% nos paises de alta renda e em 1,1% nos paises de baixa renda, com
perdas superiores a 5% do PIB. (ASLAM et al., 2018; ZHEN et al., 2019; LI et al., 2023). O
impacto econémico global da resisténcia aos antibioticos podera atingir aproximadamente US$
120 trilhGes até 2050 (ASLAM et al., 2018).

2.2 Bactérias e seus mecanismos de resisténcia

Para enfrentar as condi¢cOes ambientais desafiadoras e bloquear os efeitos dos
antibidticos, as bactérias desenvolveram diferentes mecanismos que podem ser classificados

como resisténcia intrinseca ou extrinseca (adquirida). Na resisténcia bacteriana intrinseca estdo
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envolvidos os mecanismos de bombas de efluxo e de modificagdo da membrana externa da
bactéria. Ja a resisténcia adquirida inclui a transmissdo horizontal por mutacdo do DNA
(transformacéo, conjugacao e transducao), modificacdo ou inativacdo de farmacos, modificacdo
de alvos, e a ativacado de bombas de efluxo. A Figura 2 e a Figura 3 esquematizam os principais

mecanismos de resisténcia mencionados.

Figura 2 - Mecanismos intrinsecos de resisténcia aos agentes antimicrobianos: (1) Mudancas
na permeabilidade da membrana externa; (2) Extrusdo de compostos toxicos (bombas de
efluxo); (3) AlteracBes no sitio-alvo do farmaco e (4) Inativacdo enzimatica sobre o
antibiotico.

Bactéria Gram-negativa Bactéria Gram-positiva

< Antibiético € Antibidtico degradado € Enzimadegradadora de antibictico
X Bomba de efluxo =  Antibidtico modificado * Enzima modificadora de antibi6tico
& Porina @ Porina modificada @ Alvo modificado

Fonte: VARELA et al., 2021(ADAPTADO).
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Figura 3 - Mecanismos de transferéncia horizontal.
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Fonte: ASLAM et al., 2018 (ADAPTADO).

Dentre todos os mecanismos de resisténcia mencionados, daremos uma atencéo
especial ao mecanismo de inativacdo enzimatica, o qual promove a alteracdo da estrutura
quimica do antibiotico por meio da acdo de enzimas produzidas pelas bactérias, impedindo sua
ligacdo a alvos especificos e, por consequéncia, resultando em resisténcia. As reacdes
catalisadas pelas enzimas incluem (1) acetilacdo, que afeta o cloranfenicol, os
aminoglicosideos, as estreptograminas e as fluorogquinolonas; (2) fosforilacdo, que modifica o
cloranfenicol e os aminoglicosideos; e (3) adenilacdo, que altera a lincomicina e 0s
aminoglicosideos (BLAIR et al., 2015). As B-lactamase sdo exemplos caracteristicos de
mecanismos de resisténcia bacteriana capazes de hidrolisar a ligagdo amida do anel -lactdmico,

tornando os antibioticos ineficazes (SHAIKH et al., 2015; NARENDRAKUMAR et al., 2023).
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2.3 Enzimas p-lactamases

A producdo de enzimas pB-lactamases por algumas bactérias possuem origens
ancestrais e € um dos meios mais expressivos dos mecanismos de resisténcia por inativacdo
enzimatica. Elas sdo enzimas que hidrolisam o anel B-lactdmico (ou azetidinona) de penicilinas,
celafalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (Figura 4). Por causa da diversidade dos
substratos enzimaticos, as [-lactamases sdo categorizadas por similaridade de sequéncia
proteicas em classes A, B, C e D, conforme a classificacdo molecular de Ambler (AMBLER,
1980; BUSH, 2015; TOOKE et al., 2019). As enzimas que pertencem as classes A, C e D séo
SBLs que utilizam o residuo de serina como nucleofilo reativo. Enquanto aquelas que pertencem
a classe B sao hidrolases dependentes de zinco, comumente denominadas de MBLs. Contudo,
é importante ressaltar que esta ndo ¢ a unica classificagdo funcional para as -lactamases. Na
década de 1990, uma categorizacdo para essas enzimas baseando-se em preferéncias de
substrato e caracteristicas de inibicdo foi proposta, dividindo-as em quatro grupos: Grupo 1 -
as cefalosporinases que ndo sdo inibidas pelo Acido Clavulanico; Grupo 2 - as penicilinases,
incluindo aquelas de amplo espectro que geralmente sdo inibidas pelo Acido Clavulanico
(Clavulanato), subdivididas em subgrupos 2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e e 2f, com base nas taxas
de hidrolise e no perfil de inibigdo; por fim, Grupo 3 - refere-se as enzimas inibidas pelo agente
quelante de metal EDTA (BUSH, JACOBY e MEDEIRQOS, 1995; JACOBY, 2006; BUSH e
JACOBY, 2010). Logo adiante é possivel comparar ambas categorizagdes para as [3-lactamases

na Tabela 1.

Figura 4 - Estruturas genéricas de antibidticos -lactamicos. O anel azetidinona é destacado
em vermelho para cada antibiotico B-lactdmico.
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Tabela 1 - Comparagdo de dois esquemas de classificacdo de B-lactamase.

Classificacdo de
Bush-Jacoby—
Medeiros: sitio

catalitico

(espectro)

2a: serina
(Penicilinases)

Classificagéo de
Ambler: sitio
catalitico
(espectro)

2b: serina
(Penicilinases)

2be: serina
(ESBLs - B-
lactamase de
espectro

estendido)
2br: serina
(Resistente a
inibidores)

A serina
(variavel)

2c: serina
(Penicilinases)

2e: serina
(Cefalosporinase)

2f: serina
(Carbapenemases)

3: metalo
(Carbapenemases)
B: metalo
(Carbapenemase)

1: serina

C: serina (Cefalosporinases)

(Cefalosporinases)

2d: serina
(Oxacilinases)
D: serina
(Oxacilinases)

Substratos

Penicilinas

Penicilinas e
cefalosporinas
de espectro
estreito

Penicilinas e
cefalosporinas,
incluindo as de

espectro
alargado
Penicilinas

Penicilinas e
carbenicilina

Penicilinas e
cefalosporinas

Penicilinas,
cefalosporinas e
carbapenémicos

A maioria dos
B-lactdmicos,
incluindo os
carbapenémicos,
mas nédo o0s
monobactamas
Penicilinas e
cefalosporinas

Penicilinas e
cloxacilina;
algumas
incluem
cefalosporinas

Inibido por

Clavulanato,
Avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Clavulanato,
Avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Clavulanato,
avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Clavulanato,
Avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Clavulanato

Avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Agentes
guelantes
(EDTA) e
ANT431

Cloxacilina,
Avibactam e
outros
inibidores
mais recentes
Cloreto de
sodio; alguns
por
Clavulanato,
Avibactam e
outros

26

Exemplos

Penicilinases
de bactérias
Gram-positivas

TEM-1, TEM-

2 e SHV-1

SHV-2, TEM-
10,CTX-Me

GES-1

TEM-30 e
SHV-72

PSE

(CARBONO)

CepA

KPC, PME,

NMC-Ae
GES-2

IMP, VIM e

NDM

AmpC

cromossémico,
CMY, ACT-1

e DHA

OXA-1/30,
OXA-10,
OXA-23 e
OXA-48
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e/ou inibidores
carbapenémicos mais recentes
Fonte: BUSH e BRADFORD, 2019 (ADAPTADO).

Semelhante aos mecanismos empregados pelas serina proteases, as trés classes de
SBLs fazem uso de um mecanismo multi-etapas de acilacdo-desacilacdo na hidrolise de
antibioticos B-lactamicos por meio de um residuo de serina em seu sitio catalitico, conforme
mostrado na Figura 5 (CULP e WRIGHT, 2017; BAHR, GONZALEZ e VILA, 2024).
Inicialmente ocorre a atracdo e a formagéo de ligagdes de hidrogénio entre o anel de B-lactamico
do antibiético com os residuos do sitio catalitico das enzimas. Em seguida, um ataque
nucleofilico por um residuo de serina conservado (Ser’® em enzimas de classe A e D, e Ser®
em enzimas de classe C) ao grupo carbonila da ligacdo amida da B-lactama é observado,
gerando o intermediério reativo através de um estado de transi¢do de oxianion tetraédrico. Logo
apo6s, uma molécula de &gua € ativada para desacetilar o complexo B-lactama-fB-lactamase,
gerando um intermediario acil-enzima no qual ainda o residuo de serina catalitica permanece
ligado covalentemente a uma parte modificada da p-lactama. Finalmente, o intermediario acil-
enzima sofre um rearranjo liberando tanto a B-lactamase regenerada quanto o antibiético

inativo.

Figura 5 - Mecanismo de reacdo para a hidrodlise da penicilina pelas SBLs.
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Fonte: BAHR, GONZALEZ e VILA, 2024 (ADAPTADO).

Por outro lado, as MBLs utilizam um ou dois fons Zn?* para catalisar a hidrélise da
ligagdo B-lactamica, como apresentado na Figura 6 (CULP e WRIGHT, 2017; ROTONDO e
WRIGHT, 2017). A reagdo ¢ iniciada pelo ataque nucleofilico de um anion hidroxido ligado ao
Zn?* ao grupo carbonila do anel P-lactamico, formando um intermediario tetraédrico
estabilizado pela coordenacdo ao metal. Posteriormente, o intermediario formado sofre abertura

de anel, resultando em outro intermediario anidnico que é protonado para liberar o antibidtico
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inativo. Ainda ndo estd claro como essa protonacdo ocorre e se € um mecanismo geral para
todos os antibidticos B-lactamicos. No entanto, é reportado na literatura que um dos fons Zn?*
possui uma esfera de coordenacao tetraedrica e € mantido no lugar por trés residuos de histidina
e um anion hidréxido, enquanto o outro ion Zn?* possui uma esfera bipiramidal trigonal que
envolve uma molécula de agua e os residuos histidina, cisteina e aspartato na composicdo do
segundo local de ligacdo ao zinco (WANG et al., 1999; GONZALEZ-BELLO et al., 2019;
MEINI, LLARRULL e VILA, 2015).

Figura 6 - Mecanismo de reagdo para a hidrolise da penicilina pelas MBLs.
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Fonte: GONZALEZ-BELLO et al., 2019 (ADAPTADO).

2.4 Inibidores de p-lactamases

Apbs a introducdo das penicilinas para o tratamento de infeccGes, foram relatados na
década de 1940 os primeiros casos de bactérias resistentes mediante a acdo de enzimas
hidrolases. Embora, as primeiras a serem reconhecidas como um problema clinico foram as
SBLs nos anos 1970 (RAMMELKAMP e MAXON, 1942; DAWSON e HOBBY, 1944,
BONDI JR e DIETZ, 1945; TREFFERS, 1946; SMITH, HAMILTON-MILLER e KNOX,
1969). Com esta perspectiva, a industria farmacéutica adotou com sucesso duas estratégias para
superar a resisténcia mediada pelas B-lactamases aos p-lactamicos (DOCQUIER e MANGANI,
2018). A primeira foi a otimizagdo de antibidticos estaveis a P-lactamase, como as
cefalosporinas de espectro expandido e os carbapenémicos, que sao resistentes a hidrélise por
B-lactamases de espectro restrito ou estendido. A segunda estratégia foi o desenvolvimento de
inibidores seletivos de B-lactamase, que sao usados em conjunto com um antibiotico [3-

lactdmico. Assim, a partir da triagem de produtos naturais descobriu-se em 1972 o &cido
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clavulanico (Figura 7), um metabdlito secundario da Streptomyces clavuligerus que inibia a
atividade das B-lactamases de classe A predominantes na época, tais como as expressdes TEM-
1 e PC1 (READING e COLE, 1977; GEDDES, KLUGMAN e ROLINSON, 2007). O &cido
clavulanico representou um marco significativo na descoberta de farmacos moduladores da
acao de PB-lactamases, sendo langado comercialmente em 1981, em combinagdo com a
amoxicilina, como Augmentin® (HUTTNER et al., 2020; FDA, 2024). O sucesso comercial do
Augmentin® levou ao desenvolvimento de outras combinages similares, como Tazobactam e
Sulbactam (Figura 7) (SAUDAGAR, SURVASE e SINGHAL, 2008).

Recentemente, novos inibidores ndo-B-lactdmico foram planejados com o intuito de
abranger as classes B, C e D de B-lactamases. O primeiro exemplo é o Avibactam, um inibidor
de diazabiciclo[3.2.1]Joctanona (DBO) formalmente conhecido como NXL104 (Figura 7).
Lancado em 2015 e comercializado como Avycaz®, é usado em combinagio com Ceftazidima
para o tratamento de infecg¢des no trato urindrio e intra-abdominal, sendo eficaz contra B-
lactamases de espectro estendido (ESBLs), KPC e OXA-48 (EHMANN et al., 2013;
STACHYRA et al, 2009; AKTAS, KAYACAN e ONCUL, 2012; MAWAL et al., 2015). E
importante frisar que o Avibactam foi o primeiro de uma série de DBOs, seguido por
Relebactam, Nacubactam, Zidebactam e Durlobactam (Figura 7) (DAVIES e EVERETT,
2021).

Nos Ultimos anos, outros compostos derivados de acidos borénicos tém sido apontados
como potentes inibidores de SPLs, sendo o Vaborbactam (RPX7009) o primeiro deles (Figura
7). Introduzido no mercado em 2017 e comercializado como Vabomere®, o Vaborbactam é
utilizado em combinacdo com Meropenem para o tratamento clinico de infec¢Bes urinarias,
com capacidade de inibir muitas SBLs das classes A e C, incluindo as carbapenemases KPC
(PAPP-WALLACE, 2019; LEE, KIM e TRINH, 2019). Com cobertura mais ampla em relacéo
ao Vaborbactam, o Taniborbactam (VNRX-5133) surgiu logo ap6s em combinagdo com
Cefepima (Figura 7). Estudos in vitro e in vivo conduzidos por Liu et al. (2020) observaram
que o Taniborbactam foi capaz de inibir enzimas SPBLs das classes A, C e D, assim como duas
MpBLs da classe B, restaurando a atividade dos antibidticos -lactdmicos contra Pseudomonas
aeruginosa e bactérias da familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos. No
momento o Taniborbactam se encontra em fase clinica 11 de investigacdo (ClinicalTrials.gov,
2024a). Um outro inibidor de B-lactamase de amplo espectro contendo &cido bordnico ha pouco
tempo empregado na fase clinica | é o Xeruborbactam (QPX7728) (Figura 7)

(ClinicalTrials.gov, 2024b). Nos estudos realizados por Hecker et al. (2020), o Xeruborbactam
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exibiu atividade inibitoria contra as enzimas SPBLs das classes A, C e D, além de metaloenzimas
como NDM-1. Ainda no mesmo estudo, o Xeruborbactam demostrou, em ratos, um perfil
farmacocinético semelhante a dos antibidticos B-lactamicos, bem como boa biodisponibilidade

oral sem necessidade de uma formulacao usando um pro-farmaco.

Figura 7 - Inibidores de B-lactamases.
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E importante destacar que o mecanismo de ag&o dos antibidticos B-lactamicos afeta a
sintese dos peptidoglicanos, um componente heteropolimero da parede celular bacteriana que
Ihe confere rigidez e estabilidade. A sintese da rede do peptidoglicano € guiada por diversas
enzimas transpeptidases (proteinas de ligagdo a penicilina - PBPs) que catalisam a formac&o de
ligagdes cruzadas peptidicas (RADKOQOV et al., 2018). A agao dos antibidticos B-lactdmicos atua
neste processo de transpeptidacéo, inativando-o ao acilar o residuo de serina catalitico das PBPs
para deixar a parede celular enfraquecida e levar a autolise da bactéria (LIMA et al., 2020;
BUSH et al., 2019). Neste caso, a caracteristica singular da inibicdo enzimética é sua
irreversibilidade, formando uma ligagdo covalente estavel que ndo pode ser facilmente rompida.
No entanto, inibidores ndo B-lactamicos apresentam uma variedade de mecanismos de agéo,
tais como inibicdo de enzimas essenciais para 0 metabolismo bacteriano (como a DNAgirase

ou a topoisomerase V), interferéncia na sintese de proteinas e alteracdo da permeabilidade da
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membrana celular (RANG et al., 2015; PATRICK e SPENCER, 2023). Os inibidores nao-f-
lactamicos incluem diferente classes de compostos, tais como aminoglicosideos, tetraciclinas,
macrolideos, quinolonas, rifamicinas, sulfonamidas, etc (FOYE, 2008; GUIMARAES,
MOMESSO e PUPO, 2010). A Figura 8 mostra alguns exemplos de inibidores nao-p-

lactamicos.

Figura 8 - Alguns inibidores ndo-p-lactamicos.
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Fonte: AUTORA, 2024.

2.5 Inibicao covalente e os aceptores de Michael

A concepcdo da grande maioria dos fA&rmacos como pequenas moléculas geralmente é
baseada nas interacfes ndo-covalentes que podem realizar com seus alvos biologicos, incluindo
interacdes de van der Waals, ligagcdes de hidrogénio e contatos hidrofébicos. Essas interagcdes
ndo-covalentes referem-se a um processo bioguimico rapido e reversivel em condigdes de
equilibrio de ligagéo, que depende da afinidade entre a macromolécula e o seu inibidor (Figura
10, esquema (a)). O setor de pesquisa e desenvolvimento da inddstria farmacéutica e
determinados grupos de pesquisa académicos tém buscado maximizar as interagdes de um
farmaco com o seu alvo, com intuito de obter um evento mais duradouro na inibicdo de sua
atividade. Com isso vem a luz a inibicdo covalente. Neste tipo de inibicdo, diferentemente do
método de inibicdo convencional, os alvos biomoleculares podem ser neutralizados

completamente de forma seletiva. No entanto, esta abordagem tem sido muito controversa
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dentro da comunidade cientifica e também na industria farmacéutica devido a toxicidade,
ligacbes ndo-especificas fora do alvo (off-target), baixa biodisponibilidade, desafios
relacionados as avalia¢fes farmacodinamica e farmacocinética. Contudo, muitos farmacos com
perfil de inibidor covalente tém sido introduzidos no mercado com seguranca e eficacia
favoraveis. Entre as varias opgdes de tratamento, podemos citar Aspirina, Fluorouracil,
Omeprazol, Acido Clavulanico, Clopidogrel, Bortezomibe, Boceprevir, Carfilzomibe,
Voxelotor e Nirmatrelvir (Figura 9) (ROTH, et al., 1975; THOMAS e ZALCBERG, 1998;
WALLMARK, BRANDSTROM e LARSSON, 1984; DING et al., 2003; RICHARDSON,
HIDESHIMA e ANDERSON, 2003; VENKATRAMAN, 2012; BROWN, APLIN e
SCHOFIELD, 1996; BOAKIM et al., 2013; BLAIR, 2020; OWEN et al., 2021).

Figura 9 - Linha do tempo do desenvolvimento de principais farmacos inibidores covalentes.
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Fonte: AUTORA, 2024.

Geralmente, os inibidores covalentes séo direcionados a uma proteina como processo
a ser realizado em duas etapas, embora nem sempre sigam este padrdo (NOE e GILBERT,
2012). No primeiro momento envolve a ligagdo reversivel do composto ao local ativo da
proteina-alvo, representada pelo Ki, como um inibidor reversivel mais tradicional. Uma vez que
0 composto esté ligado ao local ativo, pode ocorrer a formacéo da ligacdo covalente entre o

inibidor e a proteina que é denotada por Kinact. NO entanto, vale ressaltar que a formacdo e a
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ligacdo covalente podem ocorrer simultaneamente em uma Unica etapa para alguns inibidores
covalentes. Para a categorizagdo dos inibidores covalentes é mais apropriado considerar as suas
taxas de inativacdo do alvo (Kinact:Ki) (Figura 10, esquema (b)) em vez das medidas
convencionais de concentrag&o inibitdria (Clso) na avaliacdo da poténcia em relagdo a um alvo

especifico.

Figura 10 - Comparagéo da interagéo entre um inibidor (1) e uma enzima (E) em ligagéo néo
covalente tradicional (a) e ligacdo covalente (b).
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Fonte: BAUER, 2015 (ADAPTADO).

As interagdes intermoleculares modulam a forma e a complementaridade eletrostatica
entre o inibidor covalente e o seu alvo bioldgico, assim como a presenca de um grupo
eletrofilico na estrutura dos inibidores covalentes (STRELOW, 2017). Esses grupos
eletrofilicos sdo chamados comumente de "warhead ”. Dentre as warheads de destaque, a classe
dos aceptores de Michael € notavel por sua versatilidade, sendo amplamente utilizada no
desenvolvimento de compostos com diversas atividades bioldgicas, tais como antiviral,
antibacteriana, anticancer e anti-inflamatéria (YU et al., 2022; NODWELL, et al. 2012; AHN
e SOK, 1996; YANG et al., 2023). Na busca por novos inibidores utilizando esta classe quimica,
identificam-se vantagens significativas, tais como a capacidade de formacdo de ligagdes
covalentes irreversiveis com o receptor bioldgico, proporcionando uma inibicdo mais eficiente
e duradoura. Além disso, a adaptacdo para alvos especificos amplia a seletividade, enquanto a
habilidade de superar as resisténcias causadas por mutagdes destaca-se pela capacidade de
ajuste a afinidade de um farmaco por um determinado alvo. Assim, a inibi¢cdo covalente e 0s
aceptores de Michael tém caminhado juntos, emergindo como uma estratégia valida nas ultimas

duas décadas. Casos de sucesso na industria farmacéutica sdo bastante citados como 0s
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antineoplasicos Afatinibe (2013), Ibrutinibe (2013), Osimertinibe (2015), Acalabrutinibe
(2017), Neratinibe (2017), Dacomitinibe (2018), Zanubrutinibe (2019), Sotorasibe (2021),
Mobocertinibe (2021) e Adagrasibe (2022) (Figura 11) (HELENA e PAO, 2013; BURGER e
BUGGY, 2013; BUTTERWORTH et al., 2017; WU, ZHANG e LIU, 2016; DEEKS, 2017,
SHIRLEY, 2018; SYED, 2020; SKOULIDIS et al., 2021; MARKHAM, 2021; DHILLON,
2023).

Figura 11 - Farmacos contendo grupos aceptores de Michael em suas estruturas moleculares.
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Fonte: AUTORA, 2024.

Os aceptores de Michael possuem uma o,f-insaturacdo proxima a um grupo retirador
de elétrons, abrangendo ésteres acrilicos, metacrilatos alquilados, acrilonitrila, maleimidas,
acrilamidas, nitroacrilatos, acrilatos, cloroacetamidas, vinil sulfonas, dentre outros (Figura 12).
Em 1887, Arthur Michael foi o primeiro quimico orgéanico a reportar na literatura reagdes
envolvendo aceptores de Michael em adi¢cBes nucleofilicas conjugadas (TOKOROYAMA,
2010). Geralmente, a reagdo de adi¢do de Michael ocorre por meio da adigdo de um nucledfilo,
conhecido como doador de Michael, a uma olefina ativada, o aceptor de Michael (Figura 13).
Os doadores de Michael comuns incluem tiois, aminas, alcoois, enolatos/anions de grupos de
metileno ativos, selendis e fosfinas. Com base na natureza destes nucledfilos, as reacdes séo

nomeadas como adicdo de tiol-Michael, adicdo de aza-Michael, adi¢do de oxa-Michael, adicdo
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de fosfa-Michael e seleno-Michael, respectivamente (MAMATHA JYOTHI, SRIPATHI e
THIRUPATHI, 2022). Dessa forma, baseado nestes aspectos e sabendo que as proteinas-alvo
possuem residuos de aminoacidos que podem atuar como nucleofilos (como tidis, alcoois e
aminas), a natureza e o posicionamento dos aceptores de Michael como warheads séo cruciais
na reatividade do mecanismo de inibi¢do (GEHRINGER e LAUFER, 2018; RAY e MURKIN,
2019).

Figura 12 - Estrutura dos aceptores de Michael.
A A =—A

Existem muitos exemplos de A, incluindo:

4 o e .~ 0 - o o
N NP ..-\'(an "\(‘))LOR e rcn . Ix NN OR

0 0 o 0
i 9 i 9 ‘ 9 i 9 i 9 H ,o. . 9 . 9
i—8-R  i{—8-0R {—8-R [—$-OR {—8-NR, i—P-R (—P-OR i—p-R
o e} 0 R 0
. 9 ;. NR ; i i i ;
i—P-oR i—4 i—CN =Xt A=A (=NO {=NO
0 " R

Fonte: PERLMUTTER, 2013 (ADAPTADO).

Figura 13 - Representacdo genérica da reacdo de adicdo de Michael.
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Analises teodricas da acroleina revelam que apesar da deficiéncia de elétrons © seja
mais evidenciado no 4&tomo de carbono do grupo carbonila, analises dos orbitais de fronteiras
apontam que o orbital molecular de menor energia desocupada (LUMQO) possui 0 maior
coeficiente e ele se encontra no carbono B (Figura 14, esquema (a)) (PERLMUTTER, 2013).
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Assim, esta caracteristica indica que a posi¢do B é mais propensa a ataques de nucledfilos
macios (polarizaveis) (PEARSON, 1963; HO et al., 2012; HOWELL, 2012). Isto é visualizado
em sinteses quimicas que envolvem enolatos, carbanions estabilizados por ressonancia,
reagentes cupricos, radicais e heteronucledfilos demonstrando uma forte preferéncia por adicéo
ao carbono B de compostos carbonilicos a,B-insaturados (JOSHI e SINGH, 2022; FERREIRA
et al., 2004; HONNANAYAKANAVAR et al., 2022; ZHANG, 2001; ZHAO e YUAN, 2023;
HOWELL, 2012). Contudo, a protonacdo ou coordenagdo de um acido de Lewis ao oxigénio
da carbonila altera significativamente a distribuicdo eletrdnica, tornando o carbono carbonilico
mais eletrofilico (FLEMING, 2011; TRUONG et al.; 2018). Outra situacdo interessante é que
a reatividade de compostos carbonilicos a,B-insaturados a adigdo conjugada na posigdo 3 varia
dependendo da natureza do grupo carbonila, com amidas, ésteres, cetonas sendo mais
suscetiveis do que aldeidos e cloretos de acila o,B-insaturados (Figura 14, esquema (b))
(CLAYDEN, GREEVES e WARREN, 2012). Além disso, a presen¢a de um segundo grupo
retirador de elétrons, como em ésteres a,fB-insaturados dissubstituidos, aumenta
consideravelmente a taxa de adicdo 1,4 conjugada, devido a estabilizacdo do anion enolato
formado e a fatores eletronicos que favorecem o ataque nucleofilico (MARSHALL e
CARROLL, 1965; FLEMING, 2011).

Figura 14 - (a) Energias dos orbitais de fronteira e coeficientes para acroleina; (b) A
reatividade de fragmentos a,B-insaturados frente a adigdo ao grupo carbonilico.

»

o
o
Maximo

Cloretos de acila
a,B-insaturados

g

_0.39 0.51

25eV ‘ 2

LUMO ys5* Il Aldeidos

osa 048 ~a

_145eV Cetonas

HOMO 15

Proporgdo de adigéoa C=0
—

Esteres ou dcidos
a,B-insaturados

H

Minima
=0

Amidas a,8-
insaturados

v < TR g,

Fonte: FLEMING, 2011; CLAYDEN, GREEVES e WARREN, 2012 (ADAPTADO).



37

2.6 Aplicagdes quimicas de &cidos acrilicos e seus derivados

Uma das classes de carbonilas a,B-insaturadas conhecida como acidos acrilicos séo
abundantemente encontradas na natureza e empregadas em larga escala na industria. Estudos
sugerem que os acidos acrilicos e seus derivados podem atuar como eletréfilos em catélises
assimétricas para fornecer produtos estereosseletivos e com alto rendimento. A exemplo disto,
Hayama et al. (2018) propds um catalisador com sistema dual de &cido arilbordnico-
aminotioureia para a promocdo da reacdo de adi¢do 1,4 sobre o acido acrilico requerido (Figura
15). Através de interagdes com acido bordnico e ligacGes de hidrogénio, o acido acrilico é
desprotonado e forma um complexo onde o ion carboxilato se liga ao boro. Por sua vez, isso
facilita o ataque do nucle6filo na posicao eletrofilica do anion carboxilato e resulta em um
produto altamente enantiosseletivo apos a protonacdo do enolato. Esta proposta foi aplicada na
sintese do farmaco antidiabético Sitagliptina, no qual a reacdo produziu o composto desejado
com 91% de excesso enantiomérico R. Como relatado na revisdo de Majumdar (2022), em
outros trabalhos os fragmentos de &cidos acrilicos presentes em diferentes compostos apenas
participam de reacBes de hidrogenacdo assimétrica catalitica na transformagdo da a,f-

insaturacao para uma ligacdo simples carbono-carbono.

Figura 15 - Catalisador duplo de &cido arilbor6nico-aminotioureia para promover a adicao de
conjugados em &cidos acrilicos insaturados livres.
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Fonte: HAYAMA et al., 2018 (ADAPTADO).

Além da catalise assimétrica, fragmentos derivados de acidos acrilicos séo comumente
empregados no design de complexos organicos que atuam como corantes em células solares
sensibilizadas, ligando os aceptores de Michael como uma porg¢do doadora de elétrons por um
espacador conjugado para adquirir excelentes eficiéncia de fotoconversdo (Figura 16)
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(THOMAS et al., 2005; VELUSAMY et al., 2005; JUSTIN THOMAS et al., 2008; AMMASI
e PONNUSAMY MUNUSAMY, 2018). Outra aplicacdo utilizando &cidos acrilicos sdo
fotorreacBes para gerar bases organicas na regulacdo de polimerizagdes como descrito por
Bouzrati-Zerelli et al. (2017) e também por Lai et al. (2020) (Figura 17).

Figura 16 - Design de corantes empregando acidos 2-cianoacrilicos.
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Figura 17 - FotorreacGes com participacdo de derivados de acidos acrilicos.

N

c
BH*
(_7/@\/)\ COO”
O/m ~~COOH / Y coon DBUOrTED_
AGOH, NH,OAc \ ) THF, rt (\ Q
BH-= Q/J

120°C, 3h
Bouzrati-Zerelli et al. (2017)
I

f\
|“ Ay H n 8 \
#~coo BHY ———— B *
W oy \s’ Do
H

BH": (\Q N B: E\/)@ N

o ) J s CED

G1 G2
PBG1 PBG2

BEOr_ S,
Q_(I/k NRsH Zo5nm LG, €Oz * NRy
N

coc®

PBG1 PBG2

Lai et al. (2020)

Fonte: AUTORA, 2024.



39

No campo da quimica medicinal, derivados de acidos acrilicos demonstram ser uma
boa estratégia para a atividade antitumoral e anti-inflamat6ria. Em um trabalho publicado por
Gurrapu et al. (2015) foram identificados diversos inibidores de derivados de &cidos acrilicos
como potentes inibidores de MCTL1 (transportador de monocarboxilato 1) ativos em
concentrag0es nanomolares e sem efeitos colaterais graves em estudos in vivo. Dentre 0s
compostos baseados no modelo de acido a-ciano-4-hidroxicinamico, o composto (1) apresentou
atividade antitumoral como monoterapia em modelo animal de adenocarcinoma colorretal
(Figura 18). Um outro trabalho publicado por Mao et al. (2011), uma série de derivados de
acido acrilico 4-hidroxibenzeno foram planejados e sintetizados com base no &cido ferulico. Os
compostos (2) e (3) tiveram atividade anti-inflamatoria significativa sem causar danos ao
coracdo, com taxas de supressdo de 45,29% e 44,75% respectivamente (Figura 18), em

comparagdo com a Indometacina.

Figura 18 - Compostos com atividades anticancer e anti-inflamatoria.
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Comparativamente, outros compostos contendo em sua estrutura porgdes de &cidos
acrilicos, também apresentam atividade antimicrobiana. A titulo de exemplo, no estudo recente
de Remya et al. (2023) foi relatado que a molécula (4) foi capaz de inibir a cepa
bacteriana Klebsiella pneumonia e a cepa antifingica Aspergillus niger, sendo a atividade
atribuida a presenca do grupo acido cianoacrilico (Figura 19, esquema (a)). Enquanto Princiotto
et al. (2021) descobriu que o arcabouco molecular do adaroteno pode ser explorado para o

desenvolvimento de novos antibidticos eficazes contra bactérias resistentes. Os compostos (5-
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7), em particular, mostraram excelente atividade contra bactérias Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis (Figura 19, esquema (b)). Juntamente com o formato da molécula, a
presenca de grupos hidroxila e carboxila sdo cruciais para a atividade. Estudos de RMN indicam

que esses retinoides interagem com a membrana bacteriana.

Figura 19 - Compostos ativos frente as cepas de Klebsiella pneumonia, Aspergillus niger,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

@)
| Y MIC (mg/mL)
/ s
HO © Compound E.coli K. B. cereus S.aureus A, niger
&N pneumonia
N CARON 0.4 0.4 0.4 0.8 0.8

Remya et al. (2023) a

COCH

~«-COOH ‘.‘ =
‘j O CN ICso Tumor H-460 (UM) >10 (5); (6) e (7)
O HO R MIC S. aureus (ug/mL)= 2 (5); 4 (6); 4 (7)

"o (5) (6)R=CH=NOtBu  MICE faecalis (ug/mL) =1 (5);2(6); 8 (7)
Princiotto et al. (2021) (7)R=CH=NOCH;3 b

Fonte: AUTORA, 2024.

2.7 Justificativa para a execu¢ao da pesquisa

Em um trabalho realizado por Brem et al. (2014), um inibidor a base de rodanina
ML302 (8), teve seu mecanismo de inibi¢do da MBL VIM-2 estudado por meio de analises
cristalograficas, que revelaram que o anel de rodanina sofre hidrolise para gerar um tioenolato
(ou é&cido (Z)-2-mercapto-3-(2,3,6-triclorofenil)acrilico) ML302F (9). Os estudos de
cristalografia demonstram que o composto (9) se liga aos ions de zinco no sitio ativo da MBL,
formando um complexo estavel em que mimetiza a ligacdo de intermediarios na hidrolise de
anéis B-lactamicos (Figura 20, esquema (a)). Também foi observado um complexo ternario
entre a MBL VIM-2, composto (8) intacto e composto (9), mas ndo sendo necessario a inibicdo

da atividade enzimatica.

A combinacdo de dados cristalograficos, estudos cinéticos e biofisicos, incluindo
RMN de '°F, apontam para o tioenolato de rodanina (9) como um potente inibidor de uma ampla
variedade de MPBLs. Os valores de Clso revelaram que a molécula (9) inibiu as MpLs IMP-1 e
Bcll com uma eficiéncia até 50 vezes maior em comparacdo com ML302 (Figura 20, esquema
(b)). Enquanto para as MBLs NDM-1, VIM-1 e VIM-2, as diferencas de inibicdo entre os



41

compostos (8) e (9) foram de aproximadamente 9; 1,5; e 1,6 vezes, respectivamente (Figura 20,
esquema (b)). A MBL SPM-1 foi a Gnica excecdo, mostrando inibicdo similar para ambos 0s
compostos, sendo 1,32 + 0,62 uM para composto (8) versus 1,76 + 0,51 uM para composto (9)
(Figura 20, esquema (b)). A concentracdo de 10 ug/mL do composto (9) foi capaz de reverter a
resisténcia ao Meropenem em cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtoras
de IMP-1. No entanto, para alcancar a sensibilidade clinica, foram necessarias concentracées
substancialmente mais altas em comparagdo ao composto (8). Em cepas produtoras de VIM-4
e NDM-1, o composto (9) demonstrou atividade inibitoria, mas nao foi eficaz em restaurar a

susceptibilidade ao antibidtico, mesmo na dose maxima de 100 ug/ml testada.

Figura 20 - (a) Hidrdlise do inibidor a base de rodanina (8) no sitio ativo de MPLs para gerar
0 &cido 2-mercaptoacrilico derivado (9); (b) Tabela com valores de Clsg dos compostos (8) e
(9) contras diferentes MBLs.

a

N Asi
[ j His196
l 5 fi Cl (o] o

Cys221
Hidrolise cl "H:0.

NH AN . ‘
MBL OH g2l
X N — s = ¥ ASp120/~
s\< SH f \ L3 Toop,
Lys224 g E
o
Cl
S

cl //3 /\'?;;,37
ML302 (8) ML302F (9) i\ U= ¢ 2
3
b
Clso (uM)

MBL [ ® | o |

NDM-1 9.44 £1.44 1.05+0.3

VIM-1 0.66 +0.25 0.44+£0.19

VIM-2 0.49+0.18 0.30+£0.09

SPM-1 1.32£0.62 1.76 £ 0.51

IMP-1 0.1749 £ 0.060 2.88E-3+0.50

Bcll 0.50+0.15 0.02+0.07

Fonte: BREM et al., 2014 (ADAPTADO).

Com a intuito de desenvolver e identificar compostos mais potentes em comparagéo
ao composto (9), propusemos a sintese de dez derivados de acidos acrilicos. Para isto, o presente
trabalho tem pretensdo em utilizar o fragmento do acido 2-cianoacrilico ligado ao anel
benzénico substituido com grupos doadores e retiradores de densidade eletrénica (Figura 21)
para investigar a inibicdo da atividade das serina e metalo-p-lactamases, explorando a

possibilidade de combinar os acidos acrilicos com antibioticos B-lactdmicos para aumentar a
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eficdcia do tratamento e retardar o surgimento de resisténcia. Além disso, a nossa primeira
hipotese a ser verificada é a inibi¢cdo enzimatica pelo modo de ligagdo dos acidos acrilicos
planejados aos sitios ativos das MBLs, com a expectativa de que formem pontes com os ions de
Zn?* através da coordenagdo aos oxigénios do grupo acido carboxilico e ao nitrogénio do grupo
ciano presentes nas moléculas (Figura 22). Essas moléculas analogas aos produtos de hidrélise
de antibidticos B-lactamicos podem se comportar como espécies anidnicas, permitindo que 0s
centros metalicos de zinco atuem como &cidos de Lewis ao receber pares de elétrons dos atomos

de oxigénio e de nitrogénio dos grupos funcionais mencionados.

Figura 21 - Planejamento estrutural dos novos derivados de acidos acrilicos.

Cl o (o)
Cl AN o :> X OH
Cl R
ML302F (9) R: H, p-Br, p-OH, m-F, m-Br, o,p-

Cl, p-Cl, m,p-Cl, m,p-OCHj3;, p-C¢H;

Fonte: AUTORA, 2024.

Figura 22 - Modo genérico de ligagdes com os ions de Zn?* das MpLs.

R: H, p-Br, p-OH, m-F, m-Br, 0,p-Cl, p-Cl, m,p-Cl, m,p-OCHj;, p-C¢Hj;

Fonte: AUTORA, 2024.
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Por fim, a nossa segunda hip6tese é baseada no fato de que o oxigénio dos residuos de
serina das SPLs podem atuar como nucledfilo, possuindo o potencial de atacar o carbono
eletrofilico dos inibidores planejados (Figura 23). Desse modo, espera-se como resultado a
formacdo de ligacdo covalente com os &cidos 2-cianoacrilicos e inibicdo da atividade
enzimatica e, por conseguinte, o sinergismo com antibidticos. Em teoria os aceptores de
Michael sdo capazes de se envolver em reacGes de adicdo 1,2 conjugadas e adi¢do 1,4
conjugadas, isto €, reacdo de adicdo direta ao grupo carbonilico e reacdo de adicdo de
nucleofilos a sistemas insaturados conjugados a grupos eletronegativos. A combinacao desses
grupos no sistema conjugado pode modular a reatividade de modo seletivo, além das condi¢des
da reacéo e do tipo do nucledfilo. Mesmo tendo vista que o orbital molecular de menor energia
desocupada (LUMO) possui maior coeficiente no carbono e que nucledfilos difusos (macios)
s80 mais propensos a atacar nesse sitio, as moléculas planejadas na referida pesquisa contém a
presenca de dois grupos ativadores como o acido carboxilico e o ciano no aceptor conjugado,
acredita-se que estes exercam um efeito cooperativo para aumentar significativamente a

reatividade do sistema em relacéo a nucleofilo de serina.

Figura 23 - Mecanismo genérico de inibigdo de serino-p-Lactamase.

(o] /Lys73
(o] /Lys73 >¥NH
>—NH
Se{‘70 /—90 39{'70 H
oy T % . o~
—H o-H Y H ;
H Seryg S) H~0
R wo_ o ‘
H H -/
CN e COOH \
H— Lys20s
— \ C
o o Lyszo8 Cp o
4  COOH CN

R: H, p-Br, p-OH, m-F, m-Br, o,p-Cl, p-Cl, m,p-Cl, m,p-OCHj3, p-C¢H;

Fonte: AUTORA, 2024.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Planejar, sintetizar e caracterizar estruturalmente derivados de acidos 2-cianoacrilicos

analogos ao ML302F.

3.2 Objetivos especificos

» Promover a sintese quimica na formacao dos acidos 2-cianoacrilicos;

» Determinar propriedades fisico-quimicas dos compostos, tais como ponto de fuséo (PF),

fator de retencdo (RF), tempo de retencdo e grau de pureza em cromatografia liquida;

» Caracterizar estruturalmente todos os intermediarios e compostos finais por meio de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN - H) e carbono treze (RMN - 1*C)

unidimensionais;

» Caracterizar estruturalmente todos os intermediarios e compostos finais por meio da

técnica de espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS);

« Auvaliar parametros fisico-quimicos seguindo os critérios das regras de Lipinski e de
Veber.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

4.1.1 Cromatografia

As analises das cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas
de Silica Gel 60 Fzss da MERCK® de 0,20 mm de espessura com suporte de aluminio. A
visualizacao destas e a interpretacdo dos resultados foi realizada através da luz emissora de

radiagdo ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.

4.1.2 Ponto de fusdo

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando o equipamento
MICROQUIMICA®, modelo MQAPF-302 Digital, em tubos capilares contendo cada amostra

individualmente, sem calibracéo.

4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises por cromatografia liquida de alta pressdo (do inglés High performance
liquid chromatography, HPLC) foram realizadas em sistema UFLC Shimadzu® do Laboratdrio
de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF) na Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), cujo modelo é LC-20AD. O aparelho possui detector de ultravioleta (UV) em 205 nm,
com coluna Phenomenex® C18 150x46 mm. A fase movel foi composta por um sistema binario,
utilizando os solventes acetonitrila e metanol. O solvente acetonitrila teve a proporcao
aumentada de 20 até 80% durante 10 minutos, sendo deixado nessas condi¢fes por mais 10

minutos. Todos os solventes utilizados tém grau HPLC de pureza.
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4.1.4 Espectroscopia RMN 'H e 13C

Os espectros de RMN tH e 3C foram obtidos por meio dos equipamentos Bruker®,
modelo Avance DRX 400 MHz — UltraShield® e modelo Avance DRX 600 MHz — UltraShield®,
do Nucleo de Analises e Pesquisa em Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) —
IQB/UFAL. Para as andlises foi utilizado DMSO-ds como solvente deuterado. Os
deslocamentos quimicos () foram computados em partes por milhdo (ppm), onde foi
empregado tetrametilsilano (TMS) o solvente DMSO-ds como referéncia interna. As constantes
de acoplamento (J) caracteristicos aos sinais de RMN de tH foram computadas em Hertz (Hz).
As multiplicidades dos sinais foram estabelecidas da seguinte forma: simpleto (s), simpleto
largo (sl), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), quarteto (q), quinteto (qi), sexteto (sex),
septeto (sep), e multipleto (m) triplo dupleto (td); duplo-duplo dupleto (ddd) e duplo tripleto

(dt).

4.1.5 Espectrometria de massas com ionizagédo por electrospray (ESI-MS)

Os espectros de massas dos compostos intermediarios e finais foram registrados em
sistema UHPLC ACQUITY Arc detector de massas QDa acoplado a cromatografia liquida de
alta eficiéncia localizados na Central Analitica do Laborat6rio de Planejamento e Sintese de
Farmacos do NUPIT (Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica)/UFPE. Para as analises
foi utilizado tanto 0 método de ionizacdo por electrospray no modo de deteccao positivo quanto
no modo de deteccdo negativo, utilizando como fase moével agua em acido férmico 0,1% (v/v)

e acetonitrila em acido formico 0,1% (v/v).

4.1.6 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados nas sinteses foram do fabricante Sigma-Aldrich com grau de
pureza >98%. Os solventes utilizados foram padrdo P.A. (Para Analise) dos fabricantes Neon,
Qhemis, Exodo cientifica e Sigma-Aldrich.
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4.2 Calculos para a validacao da regra de Lipinski e Veber

Os parametros farmacocineticos in silico foram realizados para os compostos
derivados de acidos 2-cianoacrilicos. As andlises de druglikeness foram performadas utilizando

como ferramenta o servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (DAINA et al., 2017),

no qual obteve-se medidas avaliativas conforme a Regra de Lipinski, que estabelece: massa
molecular inferior ou igual a 500 g/mol, LogP menor ou igual a 5, menor ou igual a 5 &tomos
doadores de ligacdes de hidrogénio (DLH) e menor ou igual a 10 atomos aceptores de ligacdes
de hidrogénio (ALH). Também foram adquiridos os parametros de Veber, que incluem a
presenca de menos de 10 ligacGes rotativas (LR) e uma area de superficie polar topol6gica
(TPSA\) inferior a 140 A. Em adic&o, foram obtidos parametros de distribuicio e absorcao para

as moléculas.

4.3 Procedimentos reacionais

4.3.1 Meétodo geral para a obtencdo dos acrilatos de etila (al1-10)

Os acrilatos de etila derivados foram utilizados como precursores para a sintese da
série dos acidos 2-cianoacrilicos, obtidos por meio da versatil condensagdo de Knoevenagel
(KNOEVENAGEL, 1894; VAN BEURDEN et al., 2020; PAWAR et al., 2016; JIMENEZ et
al., 2019; POURSHOJAEI et al., 2019).

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,0 mmol do correspondente aldeido em
10 mL de etanol absoluto, sob agitacdo a temperatura ambiente até a completa solubilizacao.
Em seguida, foi adicionado lentamente a esta solugdo 1,1 equivalente da base trietilamina
(EtsN). Logo apo6s, 1,1 mmol de cianoacetato de etila foi adicionado a solucéo de forma gradual
e a reacdo foi mantida sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, 0
sistema reacional foi resfriado a 0°C durante 24h, resultando na formag&o de precipitados. Por
fim, os sélidos requeridos foram entdo filtrados, lavados com etanol gelado e secos a vacuo
(Figura 24).


http://www.swissadme.ch/
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Figura 24 - Método para a obtencdo dos acrilatos de etila.
0 0 \
+ + EtOH
H 0/\ \/N\/ TA., 2h N 0/\
| | X | | al-10
R N N

R: H, p-Br, p-OH, m-F, m-Br, o,p-Cl, p-Cl, m,p-Cl, m,p-OCHj3, p-CcHjs

Fonte: AUTORA, 2024.
4.3.1.1 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-ciano-3-fenilacrilato de etila (al)

(0)
X 0/\

Aspecto: Solidos brancos; MM: 201,2250 g/mol; rendimento: 53,59%; PF: 59,6-60°C; RF:
0,76(Hex/AcOEt 9:1).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 1.30 (t, 3H, J = 7.10 Hz, CHs); 4.31 (g, 2H, J = 7.11
Hz, CH,); 7.56-7.66 (m, 3H, CH ar); 8.05 (dd, 2H, J = 2.93 Hz e 7.12 Hz, CH ar); 8.40 (s, 1H,
CH=C).

RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-de): 8 = 14.01 (CHa); 62.43 (CH2); 102.64 (Cq); 115.64
(CN); 129.37 (C ar); 130.83 (C ar); 131.38 (C ar); 133.45 (C ar); 155.15 (CH=C); 161.83
(C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C7H10NO2): 201.23; encontrado ([M-H]"): 200.20.

(Anexo A)
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4.3.1.2 Dados fisico-quimicos do composto (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilato de etila (a2)

(0)
X 0/\

Br ||
N
Aspecto: Sélidos brancos; MM: 280,1210 g/mol; rendimento: 78,22%; PF: 109-110°C; RF:
0,64(Hex/AcOEt 9:1).

RMN H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 1.30 (t, 3H, J = 7.11 Hz, CH3); 4.31 (g, 2H, J = 7.10
Hz, CH>); 7.81 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CH ar); 7.97 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CH ar); 8.38 (s, 1H, CH=C).

RMN 3C (150 MHz, ppm, DMSO-de): & = 13.98 (CHa); 62.49 (CH2); 103.32 (Cq); 115.44
(CN); 127.22 (C ar); 130.55 (C ar); 132.45 (C ar); 132.50 (C ar); 153.86 (CH=C); 161.64
(C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci12H12BrNOs): 299.12; encontrado ([M+H+H20]"):
298.30.

(Anexo B)

4.3.1.3 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-ciano-3-(4-hidroxifenil)acrilato de etila
(@3)

(0]
X O/\

HO l
N
Aspecto: Solidos amarelos; MM: 217,2240 g/mol; rendimento: 79,29%; PF: 178-179°C; RF:
0,52(Hex/AcOEt 7:3).

RMN tH (600 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 1.28 (t, 3H, J = 7.11 Hz, CHs); 4.27 (g, 2H, J = 7.10
Hz, CH,); 6.94 (d, 2H, J = 8.76 Hz, CH ar); 7.99 (d, 2H, J = 8.82 Hz, CH ar); 8.22 (s, 1H,
CH=C).
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RMN 3C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 14.05 (CH3); 61.96 (CHz): 97.07 (Cq): 116.40 (CN);
116.48 (C ar); 122.52 (C ar); 133.99 (C ar); 154.69 (CH=C); 162.62 (C ar); 162.93 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C12H1:NOgz): 217.22; encontrado ([M-H]): 216.10.

(Anexo C)

4.3.1.4 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-ciano-3-(3-fluorofenil)acrilato de etila (a4)

F

Aspecto: Solidos brancos; MM: 219,2154 g/mol; rendimento: 50,26%; PF: 103,5-104°C; RF:
0,68(Hex/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 =1.30 (t, 3H, J=7.11 Hz, CH3); 4.32 (g, 2H, J =7.10
Hz, CH>); 7.50 (td, 1H, J =8.38 Hz ¢ 2.31 Hz, CH ar), 7.64 (dt, 1H, J =9.85 Hz ¢ 6.08 Hz, CH
ar); 7.86 (dt, 1H, J =10.21 Hz e 3.64 Hz, CH ar); 7.90 (d, 1H, J = 7.82 Hz, CH ar); 8.42 (s,
1H, CH=C).

RMN *3C (150 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 13.96 (CH3); 62.56 (CH2); 104.29 (Cq); 115.29
(CN); 116.94 (C ar); 117.09 (C ar); 120.01 (C ar); 120.15 (C ar); 126.84 (C ar); 126.86 (C ar);
131.43 (C ar); 131.49 (C ar); 133.49 (C ar); 133.55 (C ar); 153.61 (CH=C); 161.17 (C ar);
161.47 (C ar); 162.79 (C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci2H10FNO2K>): 298.22; encontrado ([M+H+2K]"):
297.20.

(Anexo D)
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4.3.1.5 Dados fisico-quimicos do composto (E)-3-(3-bromofenil)-2-cianoacrilato de etila (a5)

Br

Aspecto: Solidos brancos; MM: 280,1210 g/mol; rendimento: 85,01%; PF: 106-108°C; RF:
0,60(Hex/AcOEt 9:1).

RMN *H (600 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 =1.30 (t, 3H, J=7.11 Hz, CH3); 4.32 (g, 2H, J =7.10
Hz, CH); 7.55 (t, 1H, J = 7.94 Hz, CH ar); 7.83 (dt, 1H, J = 7.35 Hz, 1.09 Hz e 0.69 Hz, CH
ar); 8.05 (d, 1H, J =7.92 Hz, CH ar); 8.23 (t, 1H, J = 1.66 Hz, CH ar); 8.40 (s, 1H, CH=C).

RMN 3C (150 MHz, ppm, DMSO-de): 5 = 13.96 (CHs); 62.55 (CH2); 104.35 (Cq); 115.24
(CN); 122.29 (C ar); 129.32 (C ar); 131.34 (C ar); 133.09 (C ar); 133.62 (C ar); 135.63 (C ar);
153.38 (CH=C); 161.42 (C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci12H12BrNOs): 299.12; encontrado ([M+H+H20]"):
297.20.

(Anexo E)

4.3.1.6 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-ciano-3-(2,4-diclorofenil)acrilato de etila
(a6)

0]

X 0/\

cl c
N

Aspecto: Sélidos brancos; MM: 270,1090 g/mol; rendimento: 67,42%; PF: 102-103°C; RF:
0,87 (Hex/AcOEt 9:1).
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RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 =1.30 (t, 3H, J=7.10 Hz, CHz3); 4.34 (q, 2H,J=7.11
Hz, CH»); 7.69 (dd, 1H, J = 2.03 Hz, 1.56 Hz e 0.35 Hz, CH ar); 7.90 (d, 1H, J = 2.11 Hz, CH
ar); 8.10 (d, 1H, J = 8.55 Hz, CH ar); 8.45 (s, 1H, CH=C).

RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-de): & = 13.92 (CHs); 62.80 (CH2); 107.20 (Cq); 114.53
(CN); 128.28 (C ar); 128.64 (C ar); 129.93 (C ar); 130.91 (C ar); 135.78 (C ar); 137.99 (C ar);
149.48 (CH=C); 161.00 (C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (C14H12CI2N203): 312.11; encontrado ([M+H+CHsCNT):
311.10.

(Anexo F)

4.3.1.7 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-ciano-3-(3,4-diclorofenil)acrilato de etila
(@r7)

cl I
N
Cl

Aspecto: Sélidos brancos; MM: 270,1090 g/mol; rendimento: 79,72%; PF: 160-162°C; RF:
0,82 (Hex/AcOEt 9:1).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 1.30 (t, 3H, J = 7.10 Hz, CHs); 4.32 (g, 2H, J = 7.10
Hz, CH.): 7.88 (d, 1H, J = 8.48 Hz, CH ar); 8.04 (dd, 1H, J =10.96 Hz, 8.39 Hz, 2.19 Hz e 1.89
Hz, CH ar); 8.27 (d, 1H, J = 2.10 Hz, CH ar); 8.41 (s, 1H, CH=C).

RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 13.95 (CHs); 62.61 (CH.); 104.70 (Cq); 115.15
(CN); 129.97 (C ar); 131.52 (C ar); 131.92 (C ar); 132.03 (C ar); 132.61 (C ar); 135.61 (C ar);
152.32 (CH=C); 161.62 (C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (C12HoeCI2NO2Na): 294.11; encontrado ([M+H+Na]"):
295.00.

(Anexo G)
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4.3.1.8 Dados fisico-quimicos do composto (E)-3-(4-clorofenil)-2-cianoacrilato de etila (a8)

(0)
X O/\

cl l
N
Aspecto: Sélidos brancos; MM: 235,6670 g/mol; rendimento: 74,82%; PF: 116-117°C; RF:
0,77 (Hex/AcOEt 9:1).

RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-dg): & = 1.30 (t, 3H, J = 7.10 Hz, CH3); 4.32 (g, 2H, J = 7.10
Hz, CH»); 7.68 (d, 2H, J = 8.62 Hz, CH ar); 8.06 (d, 2H, J = 8.62 Hz, CH ar); 8.41 (s, 1H,
CH=C).

RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 13.98 (CHs); 62.47 (CH.); 103.24 (Cq); 115.44
(CN); 129.50 (C ar); 130.24 (C ar); 132.46 (C ar); 138.02 (C ar); 153.71 (CH=C); 161.63
(C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (CusH13CIN2O2Na): 300.67; encontrado
([M+H+Na+CHsCN]"): 297.10.

(Anexo H)

4.3.1.9 Dados fisico-quimicos do composto (E)-3-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-cianoacrilato de etila
(a9)

Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 277,3230 g/mol; rendimento: 92,32%; PF: 177-178°C;
RF: 0,72 (Hex/AcOEt 9:1).
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RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-de): 6 =1.31 (t, 3H, J = 7.10 Hz, CHz3); 4.32 (9, 2H, J=7.10
Hz, CHy); 7.44 (tt, 1H, J = 4.55 Hz, 2.63 Hz ¢ 1.21 Hz, CH ar); 7.51 (t, 2H, J = 7.38 Hz, CH
ar); 7.78 (d, 2H, J = 7.11 Hz, CH ar); 7.91 (d, 2H, J = 8.47 Hz, CH ar); 8.16 (d, 2H, J =8.41
Hz, CH ar); 8.43 (s, 1H, CH=C).

RMN %3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 14.00 (CHa); 62.37 (CH>); 101.93 (Cq); 115.81
(CN); 127.01(C ar); 127.38 (C ar); 128.69 (C ar); 129.15 (C ar); 130.35 (C ar); 131.62 (C ar);
138.48 (C ar); 144.70 (C ar); 154.46 (CH=C); 161.92 (C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (C20H1sNOs3): 295.32; encontrado ([M+H+H20]"): 297.10.

(Anexo 1)

4.3.1.10 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-ciano-3-(3,4-dimetoxifenil)acrilato de etila
(a10)

Aspecto: S6lidos amarelos claros; MM: 261,2770 g/mol; rendimento: 93,01%; PF: 179-180°C;
RF: 0,45 (Hex/AcOEt 9:1).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-de): 6 = 1.29 (t, 3H, J = 7.06 Hz, CH}3); 3.80 (s, 3H, OCHj3);
3.87 (s, 3H, OCHs):; 4.30 (g, 2H, J = 7.06 Hz, CHy); 7.18 (d, 1H, J = 8.42 Hz, CH ar); 7.75 (t,
2H,J=7.13 Hz, CH ar); 8.30 (s, 1H, CH=C).

RMN C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 14.06 (CHs); 55.51 (OCHs); 55.93 (OCHs3); 62.09
(CHy); 98.47 (Cq); 111.92 (CN); 112.98 (C ar); 116.43 (C ar); 124.01 (C ar); 126.77 (C ar);
148.70 (C ar); 153.53 (C ar); 154.85 (CH=C); 162.41 (C=0).

HMRS ESI+ (m/z): calculado para (C14H1sNOa): 261.28; encontrado ([M+H]"): 262.00.

(Anexo J)
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4.3.2 Meétodo para a obtencdo dos acidos 2-cianoacrilicos (b1-10)

Inicialmente, em um baldo de fundo redondo dissolveu-se 3 equivalentes de NaOH em
5 mL de etanol sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds a completa solubilizacdo da base,
adicionou-se 1 equivalente do ciano éster correspondente a solucdo. Apos 24 horas, o término
da reacdo foi verificado por CCD e foi observado a formagao de precipitados. Em seguida, o
solvente foi completamente destilado sob presséo reduzida. Posteriormente, foram adicionadas
40 gotas de HCI 1M de modo a observar turbidez na solucéo aquosa. O pH foi verificado apds
acidificacdo, indicando cerca de 3 na escala de potencial hidrogeniénico. Depois foi adicionado
3 mL de H20 destilada a solugdo e a deixou na temperatura de 0 °C durante 24h. Os s6lidos

formados foram filtrados, lavados com &gua gelada destilada e secos a vacuo (Figura 25).

Figura 25 - Método para a obtencdo dos &cidos 2-cianoacrilicos.

0 0
/\ + NaOH EtOH
—_—
N 0 TA., 24h N OH
b1-10
. Il " [
N N

R: H, p-Br, p-OH, m-F, m-Br, o,p-Cl, p-Cl, m,p-Cl, m,p-OCH3;, p-C¢Hj;

Fonte: AUTORA, 2024.

4.3.2.1 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-2-ciano-3-fenilacrilico (b1)

N OH

Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 173,1710 g/mol; rendimento: 74,60%; PF: 213-215 °C;
RF: 0,6(AcOEt/MeOH 8:2).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 = 7.55-7.64 (m, 3H, CH ar); 8.03 (dd, 2H, J =6.91 Hz
e 9.37 Hz, CH ar); 8.34 (s, 1H, CH=C).
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RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-d): & = 103.84 (Cq): 116.11 (CN); 129.34 (C ar); 130.67
(C ar); 131.56 (C ar); 133.18(C ar); 154.52 (CH=C): 163.28 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C7H1oNO3): 173.17; encontrado ([M-H]"): 172.20.
(Anexo K)

4.3.2.2 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-3-(4-bromofenil)-2-cianoacrilico (b2)

Br | |
N
Aspecto: Sélidos amarelos claros; MM: 252,0670 g/mol; rendimento: 90,02%; PF: 258-260°C;
RF: 0,48 (AcOEt/MeOH 8:2).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 7.80 (d, 2H, J = 8.57 Hz, CH ar); 7.95 (d, 2H, J =
8.59 Hz, CH ar); 8.32 (s, 1H, CH=C).

RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-de): & = 104.57 (Cq); 115.92 (CN); 126.89 (C ar); 130.75
(C ar); 132.37 (C ar); 132.42 (C ar); 153.23 (CH=C); 163.10 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HeBrNO2): 252.06; encontrado ([M-H]"): 251.20.
(Anexo L)

4.3.2.3 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-2-ciano-3-(4-hidroxifenil)acrilico (b3)

HO I
N

Aspecto: Solidos amarelos; MM: 189,1700 g/mol; rendimento: 67,98%; PF: 260-262°C; RF:
0,72(AcOEt/MeOH 8:2).
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RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-de): 6 = 6.93 (d, 2H, J = 8.78 Hz, CH ar); 7.96 (d, 2H, J =
8.83 Hz, CH ar); 8.18 (s, 1H, CH=C); 10.75 (s, 1H, OH).

RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 98.32 (Cq); 116.34 (CN); 116.92 (C ar); 122.66 (C
ar); 133.72 (C ar); 154.16 (CH=C); 162.59 (C ar); 164.04 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10H7NO3): 189.17; encontrado ([M-H]"): 188.20.
(Anexo M)

4.3.2.4 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-2-ciano-3-(3-fluorofenil)acrilico (b4)

F

Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 191,1614 g/mol; rendimento: 72,24%; PF: 279-281°C;
RF: 0,46(AcOEt/MeOH 8:2).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 7.40 (td, 1H, J = 8.46 Hz e 2.12 Hz, CH ar), 7.59 (d,
1H, J = 9.94 Hz e 6.43 Hz, CH ar); 7.79 (dd, 2H, J = 5.40 Hz e 2.24 Hz, CH ar); 8.15 (s, 1H,
CH=C).

RMN C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 110.30 (Cq); 116.06 (C ar); 116.29 (C ar); 117.32
(CN); 118.55 (C ar); 118.76 (C ar); 126.18 (C ar); 126.21 (C ar); 131.19 (C ar); 131.27 (C ar);
134.66 (C ar); 134.73 (C ar); 149.40 (CH=C); 160.86 (C ar); 162.83 (C ar); 163.29 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HsFNO2Na): 214.16; encontrado ([M-H+Na]): 214.10.
(Anexo N)
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4.3.2.5 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-3-(3-bromofenil)-2-cianoacrilico (b5)

Br

Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 252,0670 g/mol; rendimento: 46,01%; PF: 226-228°C;
RF: 0,48(AcOEt/MeOH 8:2).

RMN 1H (400 MHz, ppm, DMSO-dg): = 7.54 (t, 1H, J = 7.95 Hz, CH ar); 7.81 (dq, 1H, J =
10.00 Hz, 8.04 Hz, 1.06 Hz e 0.87 Hz, CH ar); 8.02 (dt, 1H, J = 7.87 Hz, 7.72 Hz e 1.31 Hz,
CHar); 8.21 (t, 1H, J = 1.76 Hz, CH ar); 8.33 (s, 1H, CH=C).

RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): § = 105.58 (Cq); 115.75 (CN); 122.31 (C ar); 129.24
(C ar); 131.34 (C ar); 132.92 (C ar); 133.85 (C ar); 135.40 (C ar); 152.75 (CH=C); 162.90
(C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HeBrNO>): 252.06; encontrado ([M-H]"):251.20.
(Anexo O)

4.3.2.6 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-2-ciano-3-(2,4-diclorofenil)acrilico
(b6)

N OH
cl1 c1 ||
N
Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 242,0550 g/mol; rendimento: 83,69%; PF: 218-220°C;
RF: 0,40(AcOEt/MeOH 8:2).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 5 = 7.69 (dd, 1H, J = 10.44 Hz, 1.54 Hz e 0.33 Hz, CH
ar); 7.89 (d, 1H, J = 2.08 Hz, CH ar); 8.10 (d, 1H, J = 8.53 Hz, CH ar); 8.41 (s, 1H, CH=C).
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RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 108.47 (Cq); 115.03 (CN); 128.25 (C ar); 128.85
(C ar); 129.88 (C ar); 130.87(C ar); 135.64 (C ar); 137.70 (C ar); 148.87 (CH=C); 162.42
(C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HsCI2NO3): 241.05; encontrado ([M-H]"):240.10.

(Anexo P)

4.3.2.7 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-2-ciano-3-(3,4-diclorofenil)acrilico
(b7)

Cl I
N
Cl

Aspecto: Sélidos bege; MM: 242,0550 g/mol; rendimento: 78%; PF: 183-184°C; RF:
0,40(AcOEt/MeOH 8:2).

RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 7.87 (d, 1H, J = 8.45 Hz, CH ar); 8.02 (dd, 1H, J
=8.58 Hz, 3.55 Hz e 2.08 Hz, CH ar); 8.25 (d, 1H, J = 2.04 Hz, CH ar); 8.34 (s, 1H, CH=C).

RMN 23C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 105.96 (Cq); 115.63 (CN); 129.88 (C ar); 131.47(C
ar); 131.99 (C ar); 132.13 (C ar); 132.40 (C ar); 135.31 (C ar); 151.66 (CH=C): 162.77 (C=O0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C20H10ClsN204): 483.09; encontrado ([2M-H]"): 483.40.
(Anexo Q)

4.3.2.8 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-3-(4-clorofenil)-2-cianoacrilico (b8)

cl I
N
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Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 207,6130 g/mol; rendimento: 71,06%; PF: 232,5-
234°C; RF: 0,64(AcOEt/MeOH 8:2).

RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 5 = 7.66 (d, 2H, J = 8.61 Hz, CH ar); 8.04 (d, 2H, J =
8.61 Hz, CH ar); 8.35 (s, 1H, CH=C).

RMN %3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 104.44 (Cq); 115.90 (CN); 129.45 (C ar); 130.42
(Car); 132.29 (C ar); 137.71 (C ar); 153.04 (CH=C); 163.08 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HeCINO3): 207.61; encontrado ([M-H]"): 206.10.
(Anexo R)

4.3.2.9 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-3-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-cianoacrilico
(b9)

Aspecto: Sélidos amarelos; MM: 249,2690 g/mol; rendimento: 91,89%; PF: 262,3-263°C; RF:
0,58 (ACOEt/MeOH 8:2).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-de): § = 7.43 (tt, 1H, J = 4.37 Hz, 2.61 Hz e 1.12 Hz, CH ar);
751 (t, 2H, J = 7.43 Hz, CH ar); 7.78 (d, 2H, J = 7.16 Hz, CH ar); 7.90 (d, 2H, J = 8.48 Hz,
CH ar); 8.14 (d, 2H, J = 8.47 Hz, CH ar); 8.38 (s, 1H, CH=C).

RMN %3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 5 = 103.18 (Cq); 116.28 (CN); 127.01 (C ar); 127.37
(C ar); 128.64 (C ar); 129.16 (C ar); 130.54 (C ar); 131.44 (C ar); 138.57(C ar); 144.43 (C ar);
153.84 (CH=C); 163.38 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C11H13NQO4): 294.26; encontrado ([M-H+CH20:]"): 293.10.
(Anexo S)
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4.3.2.10 Dados fisico-quimicos do composto Acido (E)-2-ciano-3-(3,4-dimetoxifenil)acrilico
(b10)

Aspecto: Solidos amarelos claros; MM: 233,2230 g/mol; rendimento: 70,46%; PF: 216-218 °C;
RF: 0,56 (AcOEt/MeOH 8:2).

RMN !H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 = 3.80 (s, 3H, OCH3); 3.86 (s, 3H, OCHj3); 7.17 (d,
1H, J=8.56 Hz, CH ar); 7.70 (dd, 1H, J = 8.57 Hz e 2.06 Hz, CH ar); 7.76 (d, 1H, J = 2.07 Hz,
CH ar); 8.25 (s, 1H, CH=C).

RMN C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): & = 55.49 (OCHz); 55.89 (OCHa); 99.69 (Cq); 111.87
(CN); 112.76 (C ar); 116.87 (C ar); 124.15 (C ar); 126.51 (C ar); 148.70 (C ar); 153.25 (C ar);
154.30 (CH=C); 163.83 (C=0).

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C12H1:NOa4): 233.22; encontrado ([M-H]): 234.10.
(Anexo T)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo dos compostos intermediarios e compostos finais.

A condensacao de Knoevenagel permitiu a obtencao dos derivados de acrilatos de etila
de forma eficiente, sem maiores dificuldades nas etapas de sintese e purificacdo. A substituicdo
do organocatalisador piperidina e do solvente béasico piridina, considerados classicos para essa
sintese, pela trietilamina em etanol como meio de solvatacdo das espécies proporcionou
rendimentos satisfatérios dos produtos desejados. Quanto a obtencdo dos compostos finais, a
sintese quimica foi realizada por metodologia convencional, utilizando os acrilatos de etila
derivados e hidroxido de sédio, de modo que os produtos finais foram obtidos com rendimentos
entre 46% e 92%.

5.2 Mecanismos reacionais para as moléculas intermediéarias (al-10)

Para a obtencdo dos intermediarios acrilatos de etila 0 mecanismo reacional envolve a
reacdo classica da condensacdo de Knoevenagel, utilizando aldeidos aroméaticos com uma
amina terciaria. No mecanismo proposto, a trietilamina é usada como catalisador e desprotona
0 cianoacetato de etila na etapa I, formando um carbéanion. Em seguida, esse carbanion realiza
um ataque nucleofilico no aldeido (etapa I1), levando a formacao de uma nova ligacdo carbono-
carbono e resultando na formacdo de um intermediario. Na etapa Ill, a reacdo progride
ocorrendo uma transferéncia de préton, originando um grupo hidroxila. Este grupo hidroxila,
apos ser protonado pelo anion trietilamdnio, sofre uma reacdo de eliminagdo Elcb para liberar
molécula H20 na quarta etapa. O resultado final desse processo ¢ um composto a,B-insaturado

com configuragdo E (Figura 26).
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Figura 26 - Esquema do mecanismo proposto da condensacdo de Knoevenagel para obtencéo
dos acrilatos de etila.
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Fonte: AUTORA, 2024.

5.2.1 Caracterizacio por RMN de H e *C dos compostos intermediarios (al1-10)

Foi verificada a formacdo dos compostos intermediarios por meio das analises de
RMN de 'H e 13C. Pelos espectros de RMN de H, observou-se sinais caracteristicos referentes
aos protons de metila (CHz) e de metileno (CH2) em torno de 6 1.30 ppm e 6 4.30 ppm como
um tripleto e um quarteto, respectivamente. Por meio dos espectros foi possivel caracterizar os
sinais dos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos das moléculas entre & 6.90 ppm e & 8.35
ppm. Além desses sinais, foi notado a presenca de um singleto do hidrogénio vinilico entre &
8.0 e 0 8.5 ppm, com valores diferenciando para cada molécula dentro desta faixa. Enquanto
através dos espectros de RMN de 3C, foi possivel caracterizar as quantidades de carbonos
contidos nas moléculas, com destaque para 0s sinais dos carbonos da metila, do metileno, da
nitrila, da posicdo vinilica e da carbonila de éster em torno de 6 14.0 ppm, 6 62.5 ppm, 6 115

ppm, & 153 ppm e 163 ppm, respectivamente.
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5.3 Mecanismos reacionais para as moléculas finais (b1-10)

Para a obtencdo dos compostos finais, os ciano-esteres formados na etapa anterior
foram convertidos em &cidos carboxilicos através do tratamento com hidroxido de sodio
seguido da adicdo de &cido cloridrico. Na primeira etapa, o ion hidroxido atua como um
nucledfilo atacando o grupo carbonila. Em seguida, o grupo carbonila é restituido pela liberacéo
do ion alcoxido como um grupo de saida. Como se trata de uma hidrélise sob condicdes
fortemente bésicas, o acido carboxilico produzido ndo se mantém e entdo ele é desprotonado
pelo ion hidréxido se encontra presente em quantidade no meio reacional, formando um sal
carboxilato. Posteriormente, com a adi¢do de acido cloridrico para protonar o ion carboxilato,
é formado o &cido carboxilico requerido (Figura 27).

Figura 27 - Esquema do mecanismo proposto da hidrolise basica para obtencao dos acidos
acrilicos.

o T0 OH o H o) o
( N '/-8/ o @ H-2Cl N
I o\ = \9/\ ‘_Ti R Q—H = RN 07 Na ‘%‘ R OH
[©]
Il OH Il e~ l NaCl l
N N N N N

©
o -

Fonte: Autora, 2024.

5.3.1 Caracterizacio por RMN de *H e 3C dos compostos finais (b1-10)

Na caracterizacéo estrutural dos compostos finais, é perceptivel nos espectros de RMN
de 'H o desaparecimento dos sinais referentes a metila e ao metileno ligados ao éster,
demonstrando a confirmagdo do composto. Apenas foram mantidos os sinais dos hidrogénios
ligados aos anéis aromaticos das moléculas entre 6 6.90 ppm e 6 8.35 ppm, e também o singleto
do hidrogénio vinilico entre § 8.0 ppm e & 8.5 ppm. Na analise de RMN de 3C, é também
caracteristicos o desaparecimento dos sinais referentes aos dos carbonos da metila e do
metileno. Em adicdo, foi possivel verificar as quantidades de carbonos contidos nas moléculas
por meio dos sinais caracteristicos, como o carbono da posicéo vinilica e da carbonila de &cido

carboxilico em torno de 6 150 ppm e 6 163 ppm, respectivamente.
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5.4 Avaliagdo do grau de pureza relativo utilizando Cromatografia Liquida De Alta
Eficiéncia (CLAE/HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem ampla aplicabilidade em diversas areas
da quimica e trata-se de um método analitico importante para diversas substancias. A CLAE
utiliza altas pressdes para impulsionar o solvente (fase movel) atraves de colunas fechadas (fase
estaciondria) contendo particulas extremamente finas, que permitem realizar separacfes com
grande eficiéncia e alta resolucdo (DONG, 2006; SKOOG et al., 2008; YENDURI et al., 2023).

Apobs a obtengdo de todos os acrilatos de etila e dos acidos 2-cianoacrilicos, 0s
compostos foram analisados quanto a seus respectivos graus de pureza, por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um detector de luz ultravioleta visivel
(Tabela 2). Para os experimentos foram utilizados como fases méveis 0s solventes acetonitrila
e metanol, sendo que todos os compostos foram diluidos em acetonitrila (grau espectroscépico)

na proporc¢ao de 0,2 mg/mL.

Tabela 2 - Analise do grau de pureza relativo dos acrilatos de etila e dos acidos 2-
cianoacrilicos.

Codigo Tempo de Grau de pureza Anexo
retencdo (min.) %
al 8.951 98,01 A
a2 9.324 100 B
a3 8.503 100 C
a4 8.895 100 D
a5 9.295 100 E
ab 9.670 100 F
a7 9.490 100 G
a8 9.174 100 H
a9 9.573 95,95 I
alo 8.945 100 J
bl 8.529 97,90 K
b2 8.913 95,90 L
b3 8.642 100 M
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b4 8.639 95,31 N
b5 9.078 98,72 o)
b6 8.769 96 P
b7 8.977 96,22 Q
b8 9.173 99,15 R
b9 9.300 97,50 S
b10 9.290 99,028 T

Fonte: AUTORA, 2024.

Dessa forma, conforme os dados da tabela 2, todas substancias apresentaram grau de

pureza satisfatoria, acima de 95%, corroborada pela caracterizacdo por RMN de tH e de 13C.

5.5 [Espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS)

A espectrometria de massas tem sido uma ferramenta valiosa na elucidacdo e na
determinacdo precisa de massas moleculares para compostos organicos, organometalicos e
macromoléculas bioldgicas (GROSS, 2006; BECKER, 2008; DE HOFFMANN e
STROOBANT, 2007). A espectrometria de massa também pode mensurar a massa de células
individuais e de virus (TAJIK et al., 2022; NIKOLAEV et al. 2020). Em geral, um
espectrOmetro de massas é composto por trés componentes principais: uma fonte de ionizagéo,
um analisador de massa e um detector (PAVIA et al., 2010). A fonte de ionizacéo é responsavel
por transformar as moléculas da amostra em ions carregados em fase gasosa. O analisador de
massa separa esses ions com base em sua razdo massa/carga (m/z), enquanto o detector registra
a quantidade de ions que chegam a ele e o sinal é levado ao sistema de dados computadorizado
para gerar o espectro de massa. A escolha do método de ionizacgdo, separacdo e deteccdo
depende das caracteristicas especificas da amostra e dos objetivos da andlise, como
sensibilidade, resolucdo e custo (BORONAT ENA et al., 2023; TSUCHIDA et al., 2020;
TAMARA et al., 2021; LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2020). Para as analises de caracterizago
dos compostos sintetizados, foi empregada a ionizacao por electrospray (ESI-MS) acoplada a
um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC — do inglés Ultra-High
Performance Liquid Chromatography), permitindo a detecg&o de ions a partir de espécies labeis
ou pouco Vvolateis presentes em fase liquida.



70

As solugdes preparadas para anélise continham agua em acido férmico 0,1% (v/v) e
acetonitrila em acido férmico 0,1% (v/v). O &cido férmico atua como um agente acidificante
para favorecer a protonacéo de moléculas que se comportam como bases de Brgnsted-Lowry,
permitindo que sejam detectadas como ions carregados pelo espectrometro de massas. Quando
uma molécula a ser analisada atuar como base de Brgnsted-Lowry, ela poderéd capturar um
préton do &cido férmico, e o espectrdmetro detectara sua massa acrescida de uma unidade de
massa do proton, resultando em uma massa M+1. Este tipo de resultado foi visto para a maioria
das analises dos compostos intermediarios, que apesar de serem ciano ésteres foram protonados
no oxigénio carbonilico gerando um ion positivo (Figura 28, esquema (a)). Em contrapartida,
moléculas &cidas, como os acidos 2-cianoacrilicos, tendem a perder um préton em condigdes
adequadas, gerando um ion negativo (Figura 28, esquema (b)). Neste caso, 0 espectrometro,
operando no modo negativo, detectard a massa subtraida de um préton, resultando em uma

massa M-1.

Figura 28 - Modos de detecgdo do ion molecular em ESI-MS.

(A) u (B)
\|O+ : o
A 0/\ : N o
|
| | M+1 ou | | | M-1 ou
R N [M+H]* | R [M-HJ

R: H, p-Br, p-OH, m-F, m-Brt, 0,p-Cl, p-Cl, m,p-Cl, m,p-OCHj, p-C¢Hj;

Fonte: AUTORA, 2024.

As andlises dos compostos al, a2, a3, a4, a5, a6, a7, a9 e al0 revelaram valores de
m/z experimentais com precisdo satisfatoria, apresentando desvios inferiores a 1% em relacéo
aos valores teoricos calculados (Tabela 3). No entanto, para o composto a8 foi observado desvio
acima de 1% devido a algum erro aleatdrio que afetou na precisdo do resultado. Nas analises
de ESI-MS no modo positivo para maioria dos compostos intermediarios foram observados

picos de adutos comuns, conforme listado abaixo, os quais refletem interacdes caracteristicas
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da fase movel e das propriedades quimicas das moléculas (WATSON e SPARKMAN, 2007;
WANNER e HOFNER, 2007; COLE, 2011; THINIUS et al., 2020):

e [M+H+H0]"

e [M+H+2K]"

e [M+H+CHCNJ*

e [M+H+Na]"

e [M+H+Na+CHsCNTJ*
Os compostos al e a3 exibiram picos de ions desprotonados [M-H]™ em modo negativo, e al0
apresentou o fon protonado [M+H]" em modo positivo. Todos os espectros podem ser vistos

nos anexos correspondentes descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Perfil quimico dos espectros de (ESI — MS) obtidos para os acrilatos de etila.

Erro
Codig Férmula fon Relativo Ane
M/ Zcalculado m/z trado
0 Molecular encontrado Percentual X0
(%)
al C7HioNO> [M-HJ 201.23 200.20 0.51 A
a2 Ci2HoBINO; [M+H+H,O0]" 299.12 298.30 0.27 B
a3 Ci2H11NOs [M-HJ 217.22 216.10 0.52 C
a4 Ci2H10FNO> [M+H+2K]* 298.22 297.20 0.34
D
as C12H1(BrNO;  [M+H+H,O]" 299.12 297.20 0.64
E
a6 C12HyCINO, [M-+H+ 312.11 311.10 0.32 .
CHsCN]*
a7 C12HyCINO, [M+H+Na]* 294.11 295.00 0.30 G
a8 Ci12H10CINO; [M+H+Na+ 300.67 297.10 1.19
H

CH:CN]*
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a9  CiHisNO,  [M+H+H,0]' 295.32 297.10 0.60 I
al0  CiHisNO, [M+H]* 261.28 262.00 0.28 J

Fonte: AUTORA, 2024.

Também foram visualizados os valores de m/z encontrados para os compostos b1, b2,
b3, b5, b6, b8 e b10 cujo valores de erros relativos percentuais sdo inferiores a 1%, indicando
que os resultados obtidos sdo proximos dos valores calculados (Tabela 4). Vale ressaltar que 0s
pKas do &cido formico e dos acidos 2-cianoacrilicos analisados séo respectivamente iguais a
41 e 12 (valores calculados através do  MolGpka no  servidor
http://xundrug.cn/molgpka/silicopka; PAN et al., 2021), o que em teoria classifica o acido
férmico como uma espécie aceptora de prétons. Para o composto b4 observou-se um pico [M-
H+23, Na], que corresponde ao pico do ion molecular desprotonado associado ao ion de sodio
com m/z igual 214.10, caracterizando devidamente o composto. De acordo com Silverstein et
al. (2019), este tipo de aduto € comum ocorrer durante as analises ESI-MS, pois os ions de
sodio estdo sempre presentes nas solugdes aquosas. Na analise do composto b9, foi observado
0 pico caracteristico [M-H+46, CH>02]" com m/z igual 293.10, que condiz o pico do ion
molecular desprotonado com acido férmico. Finalmente, o valor de m/z igual a 483.04 para o
pico [2M-H] refere-se a formacdo de um dimero desprotonado, sugerindo que o grupo &cido
carboxilico na molécula analisada facilita a formacéo de duas unidades ligadas por pontes de
hidrogénio. Este pico caracteriza o composto b7. Para todos os compostos mencionados, 0s
valores m/z experimentais obtidos estdo proximos aos valores tedricos, com erros relativos
percentuais abaixo de 1% conforme detalhado na Tabela 4. Todos os espectros correspondentes

estdo disponiveis nos anexos listados na tabela a seguir.

Tabela 4 - Perfil quimico dos espectros de (ESI — MS) obtidos para os acidos 2-
cianoacrilicos.

Erro
Cddig Formula B Relativo
lon encontrado  M/Zcaicutado ~ M/Zencontrado Anexo
0 Molecular Percentual
(%)
bl C7H1NO, [M-H] 173.17 172.20 0.56 K

b2 CiHeBrNO; [M-H] 252.06 251.20 0.34 L
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b3 C1oH/NOs [M-H] 189.17 188.20 0.51 M
b4 CuHeFNO,  [M-H+NaJ 214.16 214.10 0.02 N
b5  CiHeBrNO; [M-H] 252.06 251.20 0.34 0
b6  CiHsCLNO, [M-H] 241.05 240.10 0.39 P
b7  CiHsCLNO, [2M-H] 483.09 483.40 0.06 Q
b8  CiHeCINO, [M-H] 207.61 206.10 0.72 R
b9  CiHuNO;  [M-H+CH.0;]  294.26 293.10 0.39 S
bl0  CiHiNO, [M-H] 233.22 234.10 0.38 T

Fonte: AUTORA, 2024.

5.6 Analise de propriedades ADME segundo os critérios de Lipinski e Veber

Os estudos de ADME (abreviacgéo de absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo e excrecao)
in silico sdo ferramentas preditivas de propriedades farmacocinética. Estes estudos s&o
fundamentais para o reconhecimento precoce de substancias com maiores semelhancas com
farmacos ja conhecidos, evitando que os prot6tipos moleculares falhem no estagio final de
desenvolvimento (VRBANAC e SLAUTER, 2017; JIA et al., 2020; LUCAS et al., 2019).
Dessa forma, varios filtros foram desenvolvidos para identificar propriedades relacionadas a
biodisponibilidade oral e aos perfis ADME, sendo a regra dos cinco de Lipinski e os filtros de
Veber os mais requisitados (HAMMOUDI et al., 2022; GARCIA JIMENEZ et al., 2023,
ELKAEED et al., 2024).

Neste sentido, os derivados de acidos 2-cianoacrilicos foram submetidos as analises
de ADME in silico para a predicdo de suas propriedades fisico-quimicas relacionadas a regra
dos cinco de Lipinski e aos filtros de Veber (LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al., 2002). Como
apresentados os resultados dos estudos na Tabela 5 e comparando com a andlise individual
realizada para o composto ML302F, podemos verificar que todos os compostos estdo
condizentes com as variaveis fisico-quimicas necessarias para a biodisponibilidade oral: peso
molecular < 500 g/mol, coeficiente de particdo agua/dleo (LogP) < 5, doadores de ligacOes de
hidrogénio < 5, aceptores de ligagdes de hidrogénio < 10, liga¢des rotaciondveis < 10, e area de
superficie polar topoldgica < 140 Az2. Esses resultados indicam que todos os compostos devem

ter boa solubilidade, permeabilidade e biodisponibilidade oral.
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Tabela 5 - Previsdo farmacocinética para os compostos ML302F e derivados de &cidos 2-
cianoacrilicos.

MM TPSA Log Absorcéo Substrato
Composto DLH ALH LR BHE
(g/mol) (A P Gl gp-P

ML302F 283,56 76,10 3,58 Alta Sim Né&o
bl 173,1710 61,09 1,24 Alta Sim Né&o
b2 252,0670 61,09 1,94 Alta Sim Né&o
b3 189,1700 81,32 0,65 Alta Né&o Né&o
b4 191,1614 61,09 1,65 Alta Sim Né&o
b5 252,0670 61,09 1,94 Alta Sim Né&o
b6 242,0550 61,09 2,35 Alta Sim Né&o
b7 242,0550 61,09 2,35 Alta Sim Né&o
b8 207,6130 61,09 1,80 Alta Sim Né&o
b9 249,2690 61,09 2,62 Alta Sim Né&o

b10 233,2230 79,55 0,67 Alta  Ndo  Nao
Fonte: AUTORA, 2024.

R e e e R ' R SN S N
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Em adicdo, todos os derivados de &cidos acrilicos demonstram absor¢éo intestinal
passiva altamente provavel, corroborando com o indicativo de boa biodisponibilidade oral. Em
comparacdo com ML302F, uma grande maioria dos compostos apresentam também
probabilidade de permear a barreira hematoencefalica, com exce¢do para b3 e bl0.
Conjuntamente, verificou-se que nenhum dos compostos foi sugerido como substrato da
glicoproteina-P (gp-P). A gp-P € uma proteina de transporte que pode interferir na absorcéo e
distribuicdo de diversos farmacos, causando interacfes medicamentosas (ELMELIEGY et al.,
2020; COX, NICOLAI e WILLIAMSON, 2023). Assim, como 0s compostos estudados néo
interagem com a gp-P, infere-se que a probabilidade de ocorrerem interagdes medicamentosas
relacionadas a essa proteina € baixa. Por fim, foi observado dados indicativos de inibi¢&o
somente para a enzima CYP1A2 pela maioria das substancias analisadas, exceto para bl, b3,
b4 e b9. Esses resultados mostram riscos minimos de interagdes medicamentosas mediadas
pelas principais enzimas hepaticas CYP. Vale ressaltar que o figado é o principal 6rgao
responsavel pelo metabolismo de medicamentos, sendo as enzimas CYP as principais
executoras desse processo (BRANDEN et al., 2014; ZHANG e TANG, 2018; LAl et al., 2022).
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A resisténcia bacteriana representa um dos maiores problemas de satde publica global,
limitando os tratamentos disponiveis para diversas doencas infecciosas. A pressao seletiva
exercida pelo uso excessivo e inadequado de antibidticos induziu o desenvolvimento de
mecanismos complexos de resisténcia bacteriana, destacando-se entre eles as mutagdes
genéticas, a modificacdo de componentes da parede celular bacteriana, as alteracfes dos sitios-

alvos e a producdo de enzimas hidroliticas, como as B-lactamases.

As enzimas [-lactamases desempenham um papel essencial na inativacdo dos
antibidticos B-lactamicos, amplamente considerados a principal linha terapéutica de defesa
contra muitas infec¢fes bacterianas. A evolugdo das B-lactamases ao longo dos anos superou a
eficacia dos inibidores de B-lactamases, comprometendo o arsenal terapéutico contra bactérias
produtoras dessas enzimas e resultando em um aumento na gravidade das doencas, tempo de
internacdo e mortalidade. Além disso, a lentiddo no desenvolvimento de novos antibidticos e a
falta de alternativas terapéuticas inovadoras evidenciam a necessidade urgente de novas

estratégias para combater esse problema.

Assim, o presente trabalho buscou desenvolver a sintese de derivados de acidos 2-
cianoacrilicos planejados racionalmente a partir do composto ML302F, um proto6tipo que
demonstrou inibicéo in vitro de amplo espectro de MPBLs e teve seu mecanismo de inibigéo
analisado por Brem e colaboradores (2014) por meio da cristalografia de raios-X. Para obtengéo
dos compostos planejados foi realizada duas etapas reacionais: Inicialmente foi desenvolvida a
condensacdo de Knoevenagel para obtencéo dos acrilatos de etila a,p-insaturados, e em seguida

foi desenvolvida as reacOes para obter os derivados de acidos 2-cianoacrilicos planejados.

A metodologia de condensacdo aplicada acarreta na formagdo de 10 compostos
intermediarios com rendimentos entre 50 e 93% e com alto grau de pureza (> 95%). Acerca dos
compostos finais produzidos pela converséo de ciano ésteres em acidos acrilicos, 10 compostos
finais foram obtidos com rendimentos entre 46 e 92%, com grau de pureza entre 96 e 99%. Os
valores de rendimentos satisfatorios, assim como os graus de pureza vistas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, corroboram com a eficacia dos métodos sintéticos e de purificacdo
dos compostos. Em adicional, foram realizadas as medidas dos pontos de fuséo para identificar

e avaliar a pureza das substancias.
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Os compostos foram devidamente caracterizados por espectroscopia de RMN de 'H e
de BC, onde os deslocamentos quimicos caracteristicos obtidos forneceram evidéncias
conclusivas sobre a formacdo dos compostos almejados. Em adigdo, os compostos foram
caracterizados por espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray, permitindo a
andlise dos perfis quimicos das estruturas propostas e indicando a efetividade das metodologias
sintéticas empregadas.

Através dos estudos in silico para a analise dos perfis farmacocinéticos das moléculas
baseada nas regras de Lipinski e Veber, foi possivel prever que os derivados de &cidos 2-
cianoacrilicos apresentam boa propriedades em relacdo a solubilidade e permeabilidade nas

membranas bioldgicas, sendo entdo considerados bons candidatos a farmacos.

Como perspectivas deste trabalho, os compostos sintetizados serdo posteriormente
avaliados quanto ao seu efeito antibacteriano em cepas de bactérias resistentes, e também
quanto a sua capacidade de inibi¢do de enzimas MBLs e SPLs em sinergia com antibidticos [3-
lactdmicos, com a finalidade de contribuir com o desenvolvimento de prototipos inibidores de

[-lactamases.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A

Espectro de RMN *H do composto (al) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (al) (100 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI- (m/z): calculado para (C7H10NOz): 201.23; encontrado ([M-H]"): 200.20.
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8.2 AnexoB

Espectro de RMN *H do composto (a2) (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a2) (150 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci2Hi2BrNO3): 299.12; encontrado ([M+H+H>0]"):

298.30.



8.3 AnexoC

Espectro de RMN *H do composto (a3) (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a3) (150 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI- (m/z): calculado para (C12H11NO3): 217.22; encontrado ([M-H]): 216.10.
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8.4 AnexoD

Espectro de RMN *H do composto (a4) (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a4) (150 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de massas com ionizagao por electrospray do composto (a4)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci12H10FNO2K>): 298.22; encontrado ((M+H+2K]"):
297.20.
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8.5 AnexoE

Espectro de RMN *H do composto (a5) (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a5) (150 MHz, DMSO-ds)
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8.6 AnexoF
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Espectro de RMN *H do composto (a6) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a6) (100 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de massas com ionizagao por electrospray do composto (a6)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci4H12CIoN203): 312.11; encontrado ([M+H+CHsCN]"):
311.10.
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8.7 Anexo G

Espectro de RMN *H do composto (a7) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a7) (100 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci2HoCloNO:Na): 294.11; encontrado ([M+H+Na]"):

295.00.
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8.8 AnexoH

Espectro de RMN *H do composto (a8) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a8) (100 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (Ci4sHi3CIN2O2Na):  300.67;  encontrado

([M+H+Na+CHsCN]"): 297.10.



8.9 Anexol

Espectro de RMN *H do composto (a9) (400MHz, DMSO-d6)
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Ampliagdo de 8 7.30-8.50 ppm do Espectro de RMN *H do composto (a9) (400MHz,
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Espectro de RMN 23C do composto (a9) (100 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (C20HisNO3): 295.32; encontrado ([M+H+H>0]"): 297.10.



8.10 AnexoJ

Espectro de RMN *H do composto (a10) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (a10) (100 MHz, DMSO-ds)
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HMRS ESI+ (m/z): calculado para (C14HisNOs): 261.28; encontrado ([M+H]"): 262.00.
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8.11 Anexo K

Espectro de RMN *H do composto (b1) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b1) (100 MHz, DMSO-de)
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Espectro de massas com ionizagdo por electrospray do composto (b1)
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HMRS ESI- (m/z): calculado para (C7H1oNO2): 1773.17; encontrado ([M-H]): 172.20.



8.12 Anexo L

Espectro de RMN *H do composto (b2) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b2) (100 MHz, DMSO-de)
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Espectro de massas com ionizagdo por electrospray do composto (b2)
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HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HeBrNO2): 252.06; encontrado ([M-H]"):251.20.
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8.13 Anexo M

Espectro de RMN *H do composto (b3) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b3) (100 MHz, DMSO-de)
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HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10H7NO3): 189.17; encontrado ([M-H]"): 188.20.
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8.14 Anexo N

Espectro de RMN *H do composto (b4) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b4) (100 MHz, DMSO-de)
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HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HsFNO2Na): 214.16; encontrado ([M-H+Na]): 214.10.
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8.15 Anexo O

Espectro de RMN *H do composto (b5) (400MHz, DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b5) (100 MHz, DMSO-de)
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Espectro de massas com ionizagdo por electrospray do composto (b5)
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mz

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HeBrNO>): 252.06; encontrado ([M-H]"):251.20.
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8.16 Anexo P

Espectro de RMN *H do composto (b6) (400MHz, DMSO-d6)

lE
ssgeqpnilsd N
kL :

14 12 10 8 6 4 2 [ppm]

Ampliagio de 8 7.50-9.0 ppm do Espectro de RMN *H do composto (b6) (400MHz, DMSO-
d6)
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28 86 8.4 82 8.0 18 18 [ppm]



133

Espectro de RMN 23C do composto (b6) (100 MHz, DMSO-de)
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B BscEm o3 & "
g H B8 BRAY s 8
\ \ Y% |
o ui lm U »“ﬂ s o " - W Wit o
15‘,0 ‘ ‘ ‘ ‘ 1&0 ‘ ' ‘ ' s‘o ‘ ‘ ‘ [ppm]-
Cromatograma de HPLC do composto (b6)
uVv
=)
- O
1000000
| :e
- =t (=)
8 o
| =
0 -
T T T T I T T T T | T T T ‘ T T T T ‘ T T T T | T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
Espectro de massas com ionizagdo por electrospray do composto (b6)
40110 2401 Peak #1
3.5x108]
3_Ox106*f
2.5x106—f 242 .1
E 2_Ox106€
- 1.5x106—f
1_Ox106—f
5.Ox105é ‘
0-0:““\""11“““‘\”“"\""'\‘“‘\“‘W"““"w“‘\ AV DU
100.00 150.00  200.00 250.00 300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00 600.0 650.00 700.00

mz

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HsCI2NO2): 241.05; encontrado ([M-H]"):240.10.
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8.17 Anexo Q

Espectro de RMN *H do composto (b7) (400MHz, DMSO-d6)
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Ampliagio de 8 7.50-9.0 ppm do Espectro de RMN *H do composto (b7) (400MHz, DMSO-
d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b7) (100 MHz, DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC do composto (b7)
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Espectro de massas com ionizagdo por electrospray do composto (b7)

1 483.4 Peak #4
3.0x108]

2.5x108
i 500.4

2.0x108

Intensity

1.5x10%] 200.3
] 9054544 5

1.0x108] 270.3

5.0x105

0.0+—r—tr— J E— I\ SN S —" R 1“ A “L 1 MI L\ L\ “nl I i by L ety i :
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.0(
miz HMRS

ESI- (m/z): calculado para (C20H10ClsN204): 483.09; encontrado ([2M-H]"): 483.40.
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8.18 Anexo R

Espectro de RMN *H do composto (b8) (400MHz, DMSO-d6)
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B 56 B ;
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14 12 10 8 6 4 2 [ppm]

Ampliagdo de & 7.50-8.50 ppm do Espectro de RMN *H do composto (b8) (400MHz,
DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b8) (100 MHz, DMSO-de)

'E
g g g jag g g =
g 8 B 988 g
I 1V \ \
R i
Cromatograma de HPLC do composto (b8)
uV
500000
] 2
0 = L
T T T T I T T T T I I I T T 1 T T | 1 T T 1 | T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min

Espectro de massas com ionizagao por electrospray do composto (b8)

206.1 Peak #1
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5x108]

4x108

Intensity
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208.1
2x106-]

1x108]

d L
[ R R e I L T R T e R T T s TR
100.00 150.00 200.00 250.00 300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00 600.00 650.00 700.00
m'z

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C10HsCINO>): 207.61; encontrado ([M-H]): 206.10.




8.19 Anexo S

Espectro de RMN *H do composto (b9) (400MHz, DMSO-d6)

LR S T SRR RN

——
40 frel]

15 10 5
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Ampliagdo de & 7.30-8.50 ppm do Espectro de RMN *H do composto (b9) (400MHz,

—T—
40 [rel

DMSO-d6)
: e i ZE douaRRRNc
| N ] N TR
S S S S N

10



Espectro de RMN 23C do composto (b9) (100 MHz, DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC do composto (b9)
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i o
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
Espectro de massas com ionizagdo por electrospray do composto (b9)
250000 3254 Peak #3
200000{
> 150000—:
E 100000;
] 293.1
50000{
G’.“"‘|“"H“l“““‘“‘l;l“““l‘“"|““"f“““““.“““‘“‘.““.““.“““““
100.00 150.00 200.00 250.00 300.0 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00 600.00 650.00 700.00
m'z

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C1:H13NOg4): 294.26; encontrado ([M-H+CH202]"): 293.10.
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8.20 Anexo T

Espectro de RMN *H do composto (b10) (400MHz, DMSO-d6)
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Ampliagdo de & 7.0-8.50 ppm do Espectro de RMN *H do composto (b10) (400MHz,
DMSO-d6)
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Espectro de RMN 23C do composto (b10) (100 MHz, DMSO-ds)

E

— 85 g T
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Cromatograma de HPLC do composto (b10)
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Espectro de massas com ionizagao por electrospray do composto (b10)

2341 Peak #1

1.4x106-
1.2x100+
1.0x108+

8.0x10%

Intensity

6.0x10°
4.0x10°+

2.0x10°

0.0 - . l. || J!]u!| II| L .I' Al l|||| ’ '1'."'.",1 ‘M L T |! y hitl o
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 B00.00
mz

HMRS ESI- (m/z): calculado para (C12H1:NOa4): 233.22; encontrado ([M-H]): 234.10.
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