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Resumo

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) tem como objetivo a inativagdo de
microrganismos por meio da fotossensibilizag¢do a partir de um composto reativo na presenga
de luz, que por sua vez, libera espécies reativas de oxigénio (EROs), em especial o oxigénio
singlete (102), que sdo danosas a célula. Existem varias classes de fotossensibilizadores (FSs),
os quais podem ser aplicados em células eucaridticas e procarioticas, a depender de suas
propriedades quimicas. Os compostos fenotiazinicos foram inicialmente estudados para
aplicagdo em células tumorais; porém, devido a sua natureza cationica e atividade antibidtica
mesmo sem a presenca de luz, t€m sido estudados em TFDA por apresentarem maior
afinidade as paredes celulares de bactérias, em especial as Gram-positivas. Além disso,
sabe-se que a fotoatividade destes compostos ¢ reduzida em varias espécies de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas devido a presenga de bombas de efluxo na membrana das
células que transportam ativamente substancias toxicas para o seu exterior, o que confere
multirresisténcia aos farmacos nesses microrganismos. A bomba de efluxo NorA da
Staphylococcus aureus ¢ um exemplo de mecanismo de resisténcia, que tem como substrato
compostos cationicos tais como os FS de fenotiazina; assim, a atividade antibidtica se torna
reduzida. A alternativa estudada para aplicagdo da TFDA nessas células se baseia na
utilizacdo, sinérgica ou por modificagdo de FSs, de inibidores das bombas de efluxo, que
competem com os fotossensibilizadores e permitem sua incorporagdo na membrana. Nesse
projeto revisou-se as propriedades ja conhecidas dos compostos fenotiazicos, além de propor
uma nova estrutura a partir da ligagdo do Azure A (FS) a um inibidor da bomba de efluxo
NorA, a Capsaicina, de origem natural. As rotas de sintese propostas para o composto alvo
foram testadas em um composto modelo, onde a eterificagdo do fragmento fenolico do
2-metoxifenol para posterior amidacdo do FS apresentou maior quimiosseletividade em

comparag¢do a amidacgdo seguida de substituicdo nucleofilica.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA), Bomba de efluxo NorA,

Staphylococcus aureus.



Abstract

Antimicrobial Photodynamic therapy (aPDT) is a method of inactivating microorganisms
through photosensitization using a reactive compound in the presence of light (PS), that
causes the release of reactive oxygen species (ROS), especially singlet oxygen ('02), which
are known for damaging cells. There are several classes of photosensitizers that can be
applied in eukaryotic and prokaryotic cells, and its application in each case depends upon
their chemical properties. Phenothiazine compounds were initially designed for Photodynamic
therapy to tumor cells; however, due to their cationic nature and antibiotic activity even in the
dark, they are studied in TFDA due to their high affinity to the bacterial cell walls, especially
in Gram-positive. In addition, it is known that the photoactivity of these compounds is
reduced in species of Gram-positive and Gram-negative bacteria as a consequence of the
presence of efflux pumps in the membrane, that actively transport toxic substances throughout
the cell, which confers Multiresistance to drugs in several microorganisms. The NorA efflux
pump in Staphylococcus aureus is an example of a resistance mechanism, that has cationic
compounds as substrates, such as phenothiazine PSs; therefore, the antibiotic activity
becomes reduced. For the application of aPDT in these cells is necessary the use, throught
synergy or throught modification of PSs, of efflux pump inhibitors, that are site competitors
against photosensitizers and allow their incorporation into the membrane. In this project,
known properties of phenothiazine compounds were revised, in addition to proposing a new
structure based on the connection of Azure A (PS) to a NorA efflux pump inhibitor, Capsaicin.
The synthesis routes for the target compound were tested in a model compound, where the
etherification of the phenolic fragment of 2-methoxyphenol for subsequent amidation of the
PS showed greater chemoselectivity when compared to amidation followed by nucleophilic

substitution.

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT), efflux pump NorA, Staphylococcus

aureus.
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1 INTRODUCAO

1.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ definida pela diminuicdo da eficacia de
medicamentos que combatem microrganismos como bactérias, virus, fungos e outros
patdgenos, em decorréncia de adaptagdes evolutivas. Consequentemente, varios antibidticos e
outros farmacos antimicrobianos presentes no mercado se tornam obsoletos frente as
infeccdes, o que torna inevitdvel o uso de medicamentos de alto custo e dificil acesso.
Antibioticos de classes carbapenémicos e polimixinas, além de diminuir as chances de
recuperagdo ¢ aumentar os custos dos servicos de saude, representando uma perda de 9
bilhdes de euros por ano na Europa e de 35 bilhdes de dodlares nos EUA (OMS, 2021;
DADGOSTAR, 2019).

Ademais, a RAM pode tornar procedimentos médicos como cirurgias, didlises e
quimioterapias mais arriscados, ¢ impactar a vida de pessoas com condigdes cronicas tais
como asma, diabetes e artrite reumatoide. A cada ano, ocorrem por volta de 700.000 mortes, a
cada ano, em decorréncia da RAM; caso ndo sejam descobertas novas alternativas frente aos
antibidticos tradicionais, acontecerao, em média, 10 milhdes de mortes por ano até 2050,
ultrapassando diabetes, doengas cardiacas e cancer como as principais causas de morte em
humanos (MORRISON, ZEMBOWER, 2020; DADGOSTAR, 2019).

Antes mesmo da descoberta dos farmacos antimicrobianos, a resisténcia ja era
presente nos microrganismos: bactérias isoladas de aguas glaciais com data¢do de mais de
2.000 anos apresentaram resisténcia a ampicilina, outras obtidas do permafrost, de cerca de
30.000 anos, exibiram resisténcia a vancomicina; a Staphylococcus aureus é conhecida por
ser resistente a penicilina desde a sua introdu¢do no mercado, em 1940. Em contrapartida,
algumas linhagens de bactérias resistentes s6 surgiram a partir da sua exposicao a antibioticos:
apos a introdugdo da meticilina em 1959, foi reportado o aparecimento da Staphylococcus
resistente a meticilina (MRSA, do inglés Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) nos
anos 1960; 20 anos apds o surgimento da Vancomicina, a existéncia de Staphylococcus
coagulase negativa resistente a vancomicina foi reportada; 10 anos depois, a resisténcia de
Enterococcus foi descrita e, em 1997, houve o surgimento de linhagens de S. aureus com
resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA, do inglés Vancomycin Intermediate S. aureus).

O mesmo foi observado para outras classes de antibi6ticos como a tetraciclina e levofloxacina,
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em outras espécies de bactérias. Assim, foi possivel o aparecimento de bactérias
multirresistentes, tais como Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae ¢ MRSA, que
prolongam o tempo de hospitalizagdo e impacta economicamente nos sistemas de satde
(MORRISON, ZEMBOWER, 2020; CHRISTAKI, et al., 2020).

A resisténcia antibidtica pode ser intrinseca, adquirida ou adaptativa. A resisténcia
intrinseca ¢ um fendmeno natural, inerente as propriedades da bactéria e universalmente
encontrada no genoma de uma espécie, que independe da exposi¢do aos antibioticos. Os
mecanismos desse tipo de resisténcia normalmente estao relacionados a permeabilidade da
membrana, que impede a entrada e acimulo do farmaco no interior da célula, a presenca de
bombas de efluxo, que bombeiam antibidticos e outras moléculas para fora da célula. Por fim,
também ¢ relacionada a falta de sitios ativos que se ligam ao antibidtico (CHRISTAKI, et al.,
2020).

A resisténcia adquirida, resultante da exposi¢do a antibidticos, ¢ decorrente de
mutagdes ou da aquisi¢do de material genético por meio da transferéncia horizontal de genes
(THG), na qual uma bactéria previamente sensivel ao farmaco adquire a resisténcia. Por fim, a
resisténcia adaptativa, que também causa preocupagdo, ocorre em resposta a estimulos
ambientais: estresse, pH, concentragdo de ions, presenca de nutrientes, entre outros. Ao
contrario da adquirida, a resisténcia adaptativa ¢é transitoria e acontece a partir da modulagao
da expressdo genética frente as mudangas do meio; existem evidéncias que a metilagdo do
DNA de bactérias por meio de enzimas ¢ responsavel pelos diferentes tracos de expressao
genética em uma populacdo bacteriana. Um exemplo ¢ a modulacdo da expressdo de bombas
de efluxo e porinas, que tem sido apontada no surgimento de resisténcia adaptativa. Esse
acontecimento também pode ser o responsavel pela discrepancia de resultados observados em
testes in vivo e in vitro para a eficacia de antibioticos (MORRISON, ZEMBOWER, 2020;
CHRISTAKI, et al., 2020).

Bactérias se reproduzem rapidamente, o que causa mudangas evolutivas em curtos
periodos de tempo, e a exposi¢do e 0 mau uso de antibidticos gera uma pressao seletiva nestes
microrganismos, o que favorece a sobrevivéncia das bactérias que adquiriram a resisténcia.
Como a taxa de descoberta de novas classes de antibidticos ndo acompanha a taxa do
aparecimento de novas linhagens resistentes, infec¢cdes por microrganismos multirresistentes e
extensivamente resistentes tornam-se um dos principais alertas da saude publica mundial

(MORRISON, ZEMBOWER, 2020; CHRISTAKI, et al., 2020).
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1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA

Existem dois niveis de RAM: o celular e o da coldnia. A resisténcia a nivel celular ¢
em fator de expressdes génicas, seja por mutagdo ou pela THG. A resisténcia de um grupo de
bactérias pode superar a resisténcia individual em relagdo ao estresse ambiental, o que ¢
visualizado nos biofilmes, que acresce em até¢ 1000 vezes a persisténcia bacteriana. Os
biofilmes sdo formados a partir do encapsulamento da comunidade de microrganismos, em
uma superficie inerte, por uma matriz hidratada de substancias poliméricas
extracelulares (SPE), secretadas pela colonia. A formacao de SPE ¢ correlacionada a 65% das
infecgdes hospitalares, pois age como barreira protetora aos antimicrobianos (CHENG, 2016;
WANG, 2019).

Nas células, existem quatro mecanismos diferentes, representados na Figura 1, que
resultam na resisténcia aos farmacos: (1) diminui¢do da absor¢do ou acumulo de farmacos por
diminui¢do da permeabilidade da membrana ou por aumento da expressao de bombas de
efluxo presentes na membrana celular; (2) inativagao ou modificagdao de farmacos por meio de
enzimas, que podem destruir ou alterar antibidticos e outros medicamentos; (3) alteragdo do
alvo ou sitio ativo que se liga ao farmaco; (4) mudanca de rotas metabolicas, tendo como
exemplo a habilidade de Enterococcus de absorver acido folico a partir do ambiente, o que
permite o contornar os efeitos de Sulfametoxazol (MORRISON, ZEMBOWER, 2020;
CHRISTAKI, et al., 2020; NAINU, 2021).

Figura 1. Representagdo dos 4 principais mecanismos de resisténcia a nivel celular: (a)
alteracdo na permeabilidade (h) modificacdo de sitios ativos por meio de mutagdes, THG ou
resisténcia adaptativa (c¢) modificagdo ou degradacao de farmacos a partir de agdo enzimatica

(d) bombas de efluxo.

c) modificacio
enzimatica

Fonte: SHARMA, 2019.
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Bactérias Gram-negativas possuem permeabilidade limitada, devido a membrana
celular externa de lipopolissacarideo. A permeabilidade dessa membrana ocorre em fungao de
proteinas especiais, as porinas, que estabelecem canais especificos, por onde antibidticos
hidrofilicos (B-lactamicos, fuoroquinolonas, tetraciclinas e cloroanfenicol) permeiam para o
espaco periplasmatico e, em seguida, para o interior da célula. A permeabilidade reduzida ¢
responsavel pela resisténcia intrinseca dos bacilos Gram-negativos a penicilina, eritromicina,
clindamicina e vancomicina. Tanto a quantidade, quanto o tipo de porinas expressadas na
membrana afetam na absor¢do de farmacos; mutagdes que afetam a expressdo ou fungao
dessas proteinas podem resultar em resisténcia adquirida (CHRISTAKI, ef al., 2020).

Bombas de efluxo sdo sistemas complexos dependentes de energia (efluxo ativo),
presentes nas membranas citoplasmaticas das células, que bombeiam moléculas toxicas para
seu exterior. A resisténcia as tetraciclinas codificada por plasmideos em Escherichia
coli resulta deste efluxo. A maioria dos sistemas de efluxo ndo sao especificas e podem causar
a multirresisténcia. Os efluxos sdo codificados cromossomicamente, o que pode ser a causa da
resisténcia intrinseca de alguns microrganismos frente a alguns farmacos (CHRISTAKI, et al.,
2020).

A inativagdo enzimatica de farmacos pode ser realizada a partir da degradagdo da
molécula ou da mudanga de um grupo funcional. As enzimas que t€m esse papel sdo divididas
em trés classes baseadas no tipo de reagdo: hidrolases, oxido-redutases, ou transferases. As
B-lactamases sdo um exemplo de hidrolases, uma vez que hidrolisam a ligacdo amida do anel
B-lactamico essencial para atividade antimicrobiana, o que os torna inefetivos.  -lactamases
sdo encontradas, principalmente, em bactérias Gram-negativas, porém também estdo
presentes na S. aureus, o que as torna intrinsicamente resistentes a penicilina. Além da
degradacdo do grupo p-lactdmico, tetraciclinas também sdo degradadas por enzimas
oxidorredutases dependentes de NADPH na Escherichia coli (NAINU, 2021).

A alteragdo de sitios ativos constitui um dos mais importantes mecanismos de
resisténcia adquirida, na qual bactérias podem adquirir um gene que codifica um novo sitio
resistente ao antibiodtico. S. aureus resistente a meticilina e estafilococos coagulase-negativos
adquiriram o gene cromossdmico Mec A e produzem uma proteina de ligacdo a penicilina
(PBP, do inglés penicillin-binding proteins) resistente aos P-lactdmicos, suficiente para
manter a integridade da parede celular durante o crescimento, quando outras proteinas sao
inativadas por antibioticos B-lactamicos. Proteinas de proteg¢do ribossomal (RPP, do inglés
ribossomal protection proteins) sao outro exemplo de resisténcia a partir da alteragao de sitios

ativos, presentes em bactérias Gram-positivas e negativas, onde as proteinas estabelecem a
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resisténcia as quinolonas ao agir como um analogo ao DNA, reduzindo a interagdo de enzimas
com o DNA e, consequentemente, a disponibilidade de sitios ativos de quinolonas
(CHRISTAKI, et al., 2020).

Por fim, alteracdes em rotas metabodlicas e na regulacdo foram descritas na resisténcia
a daptomicina em Enterococcus € S. aureus, além da resisténcia intermediaria & vancomicina,
também, da S. aureus. A daptomicina destréi a célula por meio de alteracdes da homeostase
da membrana; nos Enterococcus, mutagdes de genes que codificam a homeostase da parede
celular e de genes que codificam o metabolismo de fosfolipideos estdo associados ao
desenvolvimento da resisténcia a daptomicina. Em Staphylococcus aureus, varias mutagdes
de homeostase e da parede celular também resultaram nessa resisténcia. A resisténcia
intermediaria & vancomicina de S. aureus também parece estar associada a mutagdes que
afetam a homeostase da célula (CHRISTAKI, et al., 2020).

De modo geral, bactérias podem possuir tanto resisténcia intrinseca quanto adquirida,
tendo assim, varios mecanismos. Microrganismos multirresistentes (MDR, do inglés multiple
drug resistant) sao resultantes de mais de um mecanismo, o que torna o tratamento mais

dificil (MORRISON, ZEMBOWER, 2020).

1.3 RESISTENCIA POR MEIO DE BOMBAS DE EFLUXO

Bombas de efluxo (EPs, do inglés efflux pumps) utilizam de canais transportadores
presentes na membrana celular, constituidas por proteinas, que atuam como defesa frente ao
estresse ambiental; varios substratos como detergentes, antibidticos, metabolitos, corantes e
toxinas sdo eliminados por bombas de efluxo. Como sdo bombas que atuam contra o
gradiente de concentragdo, sdo dependentes de energia, ou seja, sdo bombas de efluxo ativas.
Ao todo, existem cinco classes de bombas de efluxo relacionadas a MDR: trés sdo bombas de
proton (HY), sendo elas a superfamilia “Resistance-Nodulation-cell-Division” (RND), as
proteinas pertencentes a “Major Facilitator Superfamily” (MFS) e a familia “Small
Multidrug Resistance” (SMR); uma bomba de ions Na®, que sdo os transportadores
“Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE); por fim, a familia “ATP-Binding
Cassette” (ABC), que utiliza energia derivada da hidrolise de ATP para conduzir o transporte.
As classes SMR, RND e MATE sao exclusivamente encontradas em procariotos, visualizado

na Figura 2 (NAINU, 2021; ALMATAR, 2021).

20



Figura 2. Classes de bombas de efluxo nas bactérias: ABC, MFS, MATE, SMR ¢ RND.
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citoplasmatica

As proteinas RND sdo encontradas apenas em bactérias Gram-negativas, € possuem
estruturas ¢ funcionamentos complexos devido a sua parede celular em multicamadas; sao
caracterizadas pela associacdo entre trés proteinas: uma proteina transportadora de membrana
interna (IMP), uma proteina membranar externa (OMP) e uma proteina de fusdo membranar
periplasmatica (MFP), o que atravessa o espago periplasmatico, e permite o efluxo de varios
compostos através das membranas. Os genes codificantes das bombas de efluxo da familia
RND geralmente localizam-se no cromossomo, embora podem estar presentes em plasmideos;
sdo responsaveis pela resisténcia a fluoroquinolonas, B-lactamas, tetraciclina e linezolida. Esta
familia de bombas ocorre em E. coli e Salmonella enterica através da bomba de efluxo
AcrAB-TolC, AdeABC da Acinetobacter baumannii, ¢ MexAB-OprM da Pseudomonas
aeruginosa (ALMATAR, 2021; SHARMA, 2019; SEUKEP, 2022; CERNICCHI, 2021).

Nas bactérias Gram-positivas, as bombas de efluxo responséaveis pela resisténcia se
localizam na membrana plasmatica, na qual a familia MFS ¢ predominante, tal como a bomba
de efluxo NorA da S. aureus, PmrA da Streptococcus pneumoniae ¢ EmeA da Enterococcus
faecalis, que bombeiam vérias classes de antibidticos, especialmente compostos de amonia
quaterndria e fluoroquinolonas. A familia SMR ¢ constituida estruturalmente por pequenos
polipeptideos com uma sequéncia de aminoacidos de 100-150 moléculas, com quatro
transmembranas com formato de a-hélice na membrana, de caracteristica hidrofilica. As

proteinas sdo codificadas por genes localizados em integrons e plasmideos, o que contribui
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para a THG; um exemplo ¢é a AbeS em A. baumannii, envolvida no efluxo de amicacina e
alguns compostos antisépticos tais como acriflavina e benzalconio (ALMATAR, 2021;
SHARMA, 2019; SEUKEP, 2022; CERNICCHI, 2021).

A superfamilia MATE ¢ estruturalmente caracterizada por 12 transmembranas em
a-hélice; algumas classes sdo DinF, NorM, entre outras encontradas em células eucarioticas.
Os substratos transportados sdo variados, de diferentes estruturas quimicas, sendo as
fluoroquinolonas o substrato mais reconhecido. Bombas de efluxo da Neisseria gonorrhoeae
atuam contra ciprofloxacina, solitromicina e antimicrobianos carregados positivamente, tais
como a amodnia quaternaria. Uma particularidade dessa familia ¢ a capacidade de bombear
espécies reativas de oxigénio (EROs), eliminando o potencial de estresse oxidativo (SEUKEP,
2022).

Por fim, a familia ABC ¢ a unica que utiliza transporte ativo primadrio, existente tanto
em células procaridticas e eucaridticas, além de ter estruturas e funcionamento relativamente
diferente para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Nas Gram-positivas, a constitui¢ao
¢ de apenas uma transmembrana proteica, expressa em EfrAB, LmrA, Msr, e PatA/B.EfrAB
em Enterococcus faecalis. Em bactérias Gram-negativas, a estrutura se assemelha ao da
familia RND, com associacdo de 3 proteinas para o transporte. Além de bactérias, a
superfamilia de proteinas transportadoras do tipo ABC regula o efluxo através da membrana
celular de agentes quimioterapicos para células eucaridticas. A proteina resistente a multiplas
drogas 1 (MDRI), ou glicoproteina-P, ¢ relacionada a resisténcia a quimioterdpicos e
responsavel pela eliminagdo de varios farmacos. A superexpressao de MDR1 esta associada
ao fracasso quimioterapéutico em canceres, tendo como exemplo o cancer de prostata tratado
com doxorrubicina e paclitaxel; cAncer de mama, com resisténcia a antraciclinas; e também
esta correlacionado com um pior progndstico para cancer de pulmao metastatico de pacientes
tratados com cisplatina e etoposideo. (SEUKEP, 2022; ROCHA, 2015).

As bombas de efluxo também estdo relacionadas na tolerancia a bile em
enterobactérias, o que causa o crescimento da colonia, maior viruléncia, secrecdo de biofilme
e maiores chances de sobrevivéncia no hospedeiro. Além disso, estdo mais associadas a
resisténcia intrinseca e geralmente codificado nos cromossomos, visualizado na NorA

(SHARMA, 2019).
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1.4 MICRORGANISMOS MAIS COMUNS NAS INFECCOES QUE ACOMETEM
TECIDOS SUPERFICIAIS

As infecgdes que afetam a pele e tecidos moles podem ser classificadas em primarias,
cuja contaminac¢do ocorre diretamente na pele, o que resulta em supuragdo e inflamagao;
quando a infec¢do acontece através da via sanguinea, com comprometimento da parede dos
vasos cutineos e possivel necrose da regido, se trata de uma infeccdo cutdnea secundaria
(PIRES, 2015).

As infec¢des podem ser relacionadas a fatores individuais, tais como baixa imunidade,
caracteristica na dermatite atopica e diabetes mellitus, predisposi¢do genética, grau de
patogenicidade do microrganismo, falta de higiene, entre outros fatores. O potencial invasivo
da bactéria pode ser influenciado pela presencga de elementos antifagocitarios da bactéria e da
sua capacidade de producao de toxinas, como ocorre na S. aureus (PIRES, 2015).

A saude da pele depende de coldnias de organismos, que constitui uma flora residente
e auxiliam na resisténcia contra a colonizacdo por bactérias patogénicas por meio da
competicdo por nutrientes. Apesar do potencial patogénico, cerca de 25-30% de individuos
saudaveis apresentam colonizagdo ocasional por S. aureus, em locais como axilas, perineo,
faringe, maos e narinas (PIRES, 2015).

Assim, existem condi¢des que geram propensdo a coloniza¢do da pele por baixa
resisténcia, dentre as quais estdo os portadores de diabetes, que sdo mais predispostos a
complica¢des metabolicas e infecciosas. Além disso, a diabetes pode alterar caracteristicas
biofisicas da pele; a neuropatia diabética e a insuficiéncia vascular periférica sdo comuns, o
que predispdem a instalagdo de microrganismos patogénicos e desenvolvimento de lesdes
cutaneas. Também, o aumento da concentracido da glicose no sangue provoca diminui¢do da
difusdo de nutrientes e migragdo dos leucocitos pelas paredes vasculares espessadas. O
conjunto desses fatores torna portadores de diabetes mellitus mais vulneraveis a infecgdes que,
geralmente, sdo benignas e de curta duragdo. Ademais, individuos que utilizam de corticoides
e imunossupressores regularmente também sdo mais suscetiveis (PIRES, 2015).

As infecgdes superficiais mais comuns s3o: impetigo, foliculite, furinculo, abscesso;
as difusas mais habituais sdo celulite e erisipela, normalmente causadas por S.
aureus e Streptococcus. Além dessas, P. aeruginosa, Enterococcus spp. e E. coli também sdo

frequentes agentes patogénicos que afetam a pele e tecidos moles (STEELE, 2020).
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Dentre os microrganismos resistentes, a S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Enterococcus resistente a vancomicina sdo predominantes; infecgdes por MRSA té€m
gravidade acentuada, uma vez que pessoas infectadas tem 64% mais probabilidade de morte.
Desde 1999, a propor¢do de a MRSA ultrapassa 50% entre os pacientes em UTI e, no Brasil,
os indices de cepas MRSA sdo de 40% a 80%. Nos EUA, varios casos de MRSA na
comunidade (CA-MRSA) foram documentados, muitos deles envolviam usudrios de drogas
ou individuos com doengas de base ou hospitaliza¢do prévia. Em contrapartida, infecgdes por
bactérias de outros géneros como Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Aeromonas,
Corynebacterium e Clostridium sao menos frequentes (STEELE, 2020; RODRIGUES, ef al.,
2019).

1.5 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA COMO ALTERNATIVA NO
COMBATE A RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A Terapia Fotodinamica (TFD) é um tratamento baseado na interagao dinamica entre
um Fotossensibilizador (FS), uma radiacdo de luz em um comprimento de onda especifico e
oxigénio molecular para promover a destrui¢do do tecido alvo. Por si s6, o FS ndo interage
com biomoléculas a fim de produzir reagdes, porém, na presenga de luz transfere energia para
a molécula de O, para gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como oxigénio singlete
('0»), radical superdxido (O27"), radical hidroxila ("OH) e, também peroxido de hidrogénio
(H20.). Por meio desses produtos citotoxicos, ocorre uma série de reagdes fotoquimicas afim
de induzir a morte celular (CORREIA, 2021).

O mecanismo das reacdes fotodindmicas se inicia com a absor¢do de luz (Figura 3),
que acarreta na transformagdo do FS do estado fundamental, singleto 'FS, para o estado
eletronicamente excitado de singleto 'FS*, que é estavel por cerca de poucos nanosegundos.
Apos esse tempo, o ocorre o decaimento para o estado fundamental novamente, com a
liberacdo de energia em forma de fluorescéncia ou calor. Concomitantemente, o FS excitado
também pode ser convertido para um estado excitado mais estavel, o de tripleto *FS*, a partir
da mudanca de spin do elétron que ocupa o orbital mais energético. O estado tripleto, que
tende a uma meia vida maior de microsegundos, permite transferéncia de energia para
moléculas de O2, 0 que origina oxigénio singleto ('O2), o que configura a reago tipo II. Nessa
reacdo, a espécie reativa de oxigénio formada interage com varios tipos de biomoléculas, o

que causa a morte celular. Ja na reacdo tipo I, o préprio FS no seu estado excitado reage com

24



os substratos bioldgicos para produzir radicais livres ou radicais i6nicos, que por fim, reagem

com Oz e produzem EROs (CORREIA, 2021).

Figura 3. Esquema das reagdes tipo I e tipo II presentes na TFD.
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Fonte: adaptado de CORREIA, 2021.

Todos os produtos formados nas reacdes tipo I e II sdo responsaveis pelo efeito da
TFD e podem ocorrer simultaneamente nas células, cuja propor¢do varia de acordo com a
quantidade de oxigénio disponivel, tipo de FS e sua afinidade com membranas; porém, em
sua maioria, o tipo II é mais dominante € o 'O, é o maior causador da citotoxicidade. Nas
células tumorais, o mecanismo de agdo da TFD ¢ associado a destruicdo de células por meio
da apoptose e necrose. Além disso, a destruicdo da vascularizagdo em volta dos tumores leva
ao bloqueio do transporte de oxigenagao e nutrientes e resultar na morte celular por hipoxia.
Ademais, a resposta inflamatoria pode ser estimulada pela TFD, o que ativa a resposta imune
e producdo de anticorpos (CORREIA, 2021).

Além da aplicagao em células tumorais, a TFDA ¢ uma alternativa para o crescente
surgimento de bactérias multirresistentes, cuja abordagem se baseia na fotossensibiliza¢ao de
patogenos com FSs. Suas vantagens frente aos antibidticos classicos se baseiam em: (1)
absorc¢ao ou interagcdo predominante entre FS e célula alvo, (2) inatividade farmacodinamica
dos FSs ndo irradiados, (3) assim como a irradiacdo direcionada apenas a area infectada, onde
a toxicidade esta restrita apenas a regiao e ndo ¢ sist€émica. Além disso, ndo foi documentada a

resisténcia especifica a algum FS (além das bombas de efluxo), ao contrario do que ocorre
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com antibidticos, o que nao possibilita a selecdo natural de linhagens resistentes apos
multiplos tratamentos (LIU, 2015).

A falta de resisténcia especifica a TFD se deve a alguns fatores; o intervalo entre
administracdo do FS e irradiacdo ¢ curto o suficiente para que a bactéria ndo desenvolva
resisténcia, a falta de toxicidade dos FSs sem a presenca de luz faz com que ndo haja a
necessidade de desenvolver mecanismos de sobrevivéncia adaptativos, além de ndo ser
possivel reconhecé-los como a fonte do estresse oxidativo. Apos a irradiacdo, a destruicao
celular ¢ suficiente para impedir mecanismos de troca genética e, também, o alvo da TFDA,
ao contrario de antibiodticos tradicionais, nao ¢ especifico a uma biomolécula presente na

célula (LIU, 2015).

1.5.1 Influéncia da estrutura da membrana celular na TFDA

Na TFDA, a inativagdo do patogeno depende da interacdo do FS com a membrana
celular e, nas bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, a superficie da parede celular ¢
negativamente carregada (Figura 4); essa superficie anionica atrai eletricamente FSs
positivamente carregados. No entanto, alguns fatores devem ser considerados na escolha do
FS: a membrana constituida por polissacarideos de bactérias Gram-negativas forma uma
barreira de protecdo a varias substincias quimicas, porém pode ser um alvo do FS; sua
estrutura anidnica, ao sofrer modifica¢des redox pela TFDA, perde a sua integridade e resulta
na morte celular. Também, FSs catidnicos competem com outros cations importantes para a
manutengio de lipopolissacarideos, tais como Ca?" e Mg?*, o que desestabiliza a membrana e
possibilita formagao de canais na membrana, que permite maior entrada de FSs (LIU, 2015).

Nas bactérias Gram-positivas, o acido teicoico, a partir dos grupos carboxilatos e
fosfatos (Figura 4), ¢ responsavel pela carga negativa da superficie celular, que também sdo
sitios ligantes para Ca?" e Mg?*, que competem com o FS cationico. Outro composto presente
no envoltdrio celular é o peptidoglicano, que constitui uma camada mais grossa em bactérias
Gram-positivas e confere protecdo (Figura 4). Porém, devido a sua natureza porosa, ¢
insuficiente na permeabilidade de maioria de FS, o que permite a difusdo de tanto compostos
cationicos, quanto neutros e anidnicos. Assim, de modo geral, bactérias Gram-positivas sao
mais suscetiveis a TFDA em comparagdo a Gram-negativa, o que pode ser uma vantagem no

tratamento para infec¢des de S. aureus resistentes, como MRSA e VISA (LIU, 2015).
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Figura 4. Representagdo das paredes celulares de bactérias Gram-positivas

Gram-negativas.
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1.6 FOTOSSENSIBILIZADORES (FSs)

As classes de FS mais estudadas para aplicacdo a TFDA, listadas na Tabela 1, sdo as
fenotiazinas, porfirinas, ftalocianinas e fulerenos, além da hipericina e curcumina, que sao
produtos naturais. A classe das fenotiazinas foi originalmente estudada para aplicacdo em
células tumorais, porém podem ser aplicadas a TFDA em bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, tais como a S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e a MRSA, e E. coli
devido a alta afinidade a membrana. Em algumas espécies de bactérias, a classe induz a
citotoxicidade mesmo na auséncia de radiagdo. Quanto ao seu mecanismo, o principal alvo da
TFDA ¢ o DNA citoplasmético, e quanto maior a quantidade de cargas positivas, maior a
eficacia, devido ao aumento da interagdo com a membrana bacteriana. Entretanto, as
fenotiazinas sdo substratos alvo de bombas de efluxo, assim, a utiliza¢do de inibidores de
bombas de efluxo em conjunto ao FS pode aumentar a atividade biologica (LIU, 2015).

As porfirinas sdo empregadas na TFD devido a alta absortividade molar, rendimento
quantico do estado tripleto relativamente alto e ¢ facilmente modificavel. Normalmente, a
acao fotodinamica acontece pelo mecanismo tipo II. O aumento de cargas positivas também
estd relacionado ao aumento de atividade biologica em bactérias e, em casos de porfirinas
neutras ou anidnicas, a eficicia contra bactérias Gram-negativas ¢ pequena devido a baixa
afinidade com a membrana. Além das células bacterianas, as porfirinas também tém afinidade

as células de mamiferos (LIU, 2015).
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Tabela 1. Classes de FS e alguns exemplos estudados.

Classe Carga

Exemplos

Espécie bacteriana testada

Eficacia bactericida, concentrac¢ao do
FS, dose de luz

Fenotiazinas  catiOnico

catidnico

anionico

Azul de metileno (methylene blue, MB)

Verde de metileno (methylene green, MG)

/@N\ Cl-

H,;C

3 \rTl S rl\l
CHj

NO,

Rosa Bengala (RB)

@/CH3

CH3j

G(+): S. aureus

G(-): E. coli

G(+): E. faecalis

G(-):

P. aeruginosa

G(+): S. aureus;

G(-): E. coli,

~2log, 10 uM, 5 J/cm?

~ 1 log, 10 uM, 5 J/cm?

Sem crescimento bacteriano, 25 pM, 6,3
J/em?

Sem crescimento bacteriano, 25 pM, 6,3
J/em?

~4 log, 0,25 uM, 4 J/cm?

~ 4 log, 35 uM, 8 J/cm?
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Eficacia bactericida, concentracao do

Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz
5-Ethylamino-9-diethyl-aminobenzophenotia
cationico zinium chloride (EtINBS) G(+): S. aureus,
E. faecalis

> 6 log, 10 uM, 10 J/cm?

N @
\/ N S /N\/
7
‘ G(-): P. aeruginosa,

A. baumannii
catidnico EtNBS-COOH

G(+): MSSA Inibigao significativa do crescimento, 2,5
MRSA uM, 15 J/em?

cationico Novo azul de metileno N (new methylene
blue N, NMBN)

H3C N\ CH3
]@\r :Cl@ G(-): A. baumannii 6 log, 10 uM, 22,5 J/cm?
HaC” N s N~ “CH,
H CI@ H
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Eficacia bactericida, concentracio do

Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz
cationico Azul de dimetileno (dimethylene blue,
DMMB)
GHy CHj G(-): A. baumannii 6 log, 10 uM, 15 J/cm?
jeeel
H3C\N s*/ " _CHy
dny s
Cl
catidbnico  Azul de toluidina O (foluidine blue O, TBO)
" o G(+): S. aureus >3 log, 10 uM, 32 J/cm?
J 3
l\ll s NH, G(-): E. coli >3 log, 35 uM, 32 J/cm?
CH3 CI'
Porfirinas cationico  5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)

porphyrin tetra-iodide (tetra-Py*-Me)
G(-): E. coli

+,CHs
N

G(+): S. warneri

0,2 log, 5,0 uM, 3,6 J/cm?

2,8 log, 0,5 uM, 3,6 J/cm?
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Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada

Eficacia bactericida, concentracio do
FS, dose de luz

cationico  5,10,15-tris(1-methylpyridinium-4-yl):20-(pe
ntafluorophenyl) porphyrin tri-iodide
(tri-Py*-Me-PF)

G(-): E. coli

G(+): S. warneri

tetra in (TCP) G(+): S. aureus MRSA
cationico

3,1 log, 5,0 uM, 3,6 J/cm?

5,6 log, 0,5 uM, 3,6 J/cm?

2 log, 1 uM, 162 J/cm?
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Eficacia bactericida, concentracao do

Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz
anidnico Hematoporphyrin monomethyl ether
(HMME) G(+): S. aureus 90%, 0,5 pg/mL, 360 J/cm?
(OCH;)
OH
I
H,C-CH CH, -
OCH,
HC cln-cu3
H,C cn
COOH COOH
Ftalocianinas neutro Zinc phthalocyanine (ZnPc)
<0,5 log, 2,0 mM, 54 J/cm?

W, | _
>'_ Nx N _{:
N"{a . 4 'N
."'I.—‘ H N _E—{I'.
- ] - e
.Illll- -%"--—H‘H N - "'f W
S s

G(-): 4. hydrophila
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Classe

Carga

Exemplos

Espécie bacteriana testada

Eficacia bactericida, concentracio do
FS, dose de luz

tetra
catidnico

catidnico

Zinc (II) phthalocyanine derivative
(RLPO068/CI)

@

Cl

A

cl

+*

d\—

o

'i‘
4@:;{“ .:fn N@—
N

N-..,EE__
o)

O
AN

Q.

Zinc (II) phthalocyanine substituted with a
triamino moiety and its tri-N-methylated
Analogue

N/

N/

—Z+

G(+): MRSA

G(-): P. aeruginosa

G(+): MSSA
MRSA

G(-):
Aeruginosa,
E. coli

5~6 log, 64 ng/mL, 30 J/cm?

5~6 log, 26,4 pg/mL, 30 J/cm?

~4log, 5 - 13 nM, 48 J/cm?

~4log, 0,2 - 3,5 uM, 48 J/cm?
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Classe

Carga

Exemplos

Espécie bacteriana testada

Eficacia bactericida, concentracio do
FS, dose de luz

neutro

cationico

Uncharged zinc (II)
pyridyloxyphthalocyanine
N

UO%N@
/& 5.0

\

N

Zinc (II) N-methylpyridyloxy-phthalocyanine

| &
N

U‘%“@
A oy

/
\|
N%
|

G(-): E. coli

0,5 log, 10 uM, 54 J/cm?

4,5 log, 10 uM, 54 J/cm?

Fulerenos

cationico

cationico

Cso Decaiodide Monoadducts

DTCs()zJr iodide
N,N-dimethyl-2-(4’-N,N,N-trimethylaminoph
enyl)fulleropyrrolidinium

G(+): S. aureus
G(-): E. coli

G(-): E. coli

3 log, 1 uM, 100 J/cm?

3,5log, 1 uM, 162 J/cm?
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Eficacia bactericida, concentracio do

Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz
catiénico Porphyrin-linked fullerene Cso dyad
derivatives1 (TCP-Ceo) G(+): S. aureus 3,2 log, 5 uM, 162 J/cm?
Ceodyad derivatives 2
4,5 log, 5 uM, 162 J/cm?
G(-): E. coli
cationico Fullerenyl malonate quaternary ammonium G(+): S. aureus 6 log, 10 uM, 10 J/cm? (UVA), 100 J/cm?
iodide salt Cro (luz branca)
G(-): E. coli,
A. baumannii
cationico C7[>M(C3N6+C3)2] 2 log, 1,0 uM, 100 J/cm?
Fontes neutro Hypericin G(+): S. aureus, > 6 log, 1 pg/mL, 48 J/cm?
naturais E. faecalis
OH o O
’/Ax"‘I G(-): E. coli 0,7 log, 1 ug/mL, 48 J/cm?
” 0R\[|| ik G(_)f
HO._~ u\v_;.,.-.»‘xy_;,._mx“/.crc, P. aeruginosa
OH O clau
neutro (1E-6E)-1,7-Bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl
-1,6-heptadiene-3,5-dione (curcumin) G(+): S. mutans 54%, 0,75~1,5 pg/mL, 5,7 J/cm?

G(+): L. acidophilus

91%, 0,7 ~1,5 ug/mL, 5,7 J/cm?
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Eficacia bactericida, concentracio do

Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz
catidnico
Flavin derivative (FLASH-01a)
N|:|3
L & & G(+): MRSA 5,11og, 50 uM, 1,5 J/em?
A
N H
Flavin derivative (FLASH-07a)
) H. G('): EHEC
og A : " P. aeruginosa, 6,5 log, 50 uM, 1,5 J/cm?
o e A. baumannii
H NS o];[ '
H,N o NH,
o]
Clorina neutro Chlorin e6 (Ceb6)

LA
< T/ e
Hl\-z

P

G(+): S. aureus

G(-): E. coli

5 log, 10 ug/mL, 15 J/cm?
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Eficacia bactericida, concentracio do

Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz
neutro Chlorin derivatives1 G(-): E. coli 0,57 log, 5 uM, 43,2 J/cm?
Ar h-""'r
A Ar
Ar Ar= [_‘1',:"_-'.
catidnico Cationic chlorin de:}vativesZ 0,77 log, 5 uM, 43,2 J/cm?
Ar= L‘(,I"j
neutro Isobacteriochlorin derivatives3 0,24 log, 20 uM, 43,2 J/cm?
Ar I"HE;
EE“I
A Ar
Ar Ar= [_‘1',:"_-'.
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Eficacia bactericida, concentracio do
Classe Carga Exemplos Espécie bacteriana testada FS, dose de luz

catidonico Cationic isobacteriochlorin derivatives4 > 5,0 log, 5 uM, 43,2 J/cm?

Ar= L‘{,P_—]
Complexos  catidnico Ruthenium(II) derivative (TLD1433)
bipiridinicos
de ruténio —

. G(+): S. aureus 6,7 log, 12 uM, 58,8 J/cm?
[
g 8,3 log, 12 uM, 58,8 J/cm?
! Q& G(+): MRSA
XL

Wa¥
Cl,
dicatidnico Tris-(4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline)-ruthe G(-): P. gengivalis, 4 log, 12,5 uM, 7 J/cm?
nium(II)-dication (RD3) F. nucleatum

Ph
~ ]

o Ky | Pho

N\ \ Nx Cl

HUZ:

NIV
Ph X 2 N Ph
.
Ph

Fonte: adaptado de LIU, 2015.
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Os FS das ftalocianinas mais estudados estio associados a ftalocianina de Zn (II), que
geram predominantemente 'O,, assim como as porfirinas; ndo apresentam atividade contra
bactérias Gram-negativas sem agentes que perturbam a estabilidade da membrana, tal como o
EDTA, ou agentes que facilitam a entrada do FS. Por outro lado, todas as ftalocianinas
cationicas modificadas com um grupo amino, apresentam maior afinidade a membrana da E.
coli (LIU, 2015).

Os fulerenos (Figura 5) em estado excitado podem reagir com doadores de elétrons
para formar radicais anidnicos tais como C60~, C70~, e gerar EROs na presenca de Oo.
Devido a alta lipofilicidade e natureza neutra, tém pouca interagdo com a membrana das
bactérias; para que apresente atividade, é necessaria a modificagdo com moléculas anfifilicas
(LIU, 2015).

Figura 5.Estrutura geral do fulereno.

Fonte: <https://en.wikipedia.org/wiki/Fullerene.> Acesso em: 22/12/2022.

De origem natural, os FSs mais estudados sdo a hipericina, composto vermelho de
antraquinona, que a partir da excitagdo possui atividade antitumoral, antiviral e antibacteriana
a partir do mecanismo tipo II; e a curcumina, um composto polifenolico que tem afinidade a
varias biomoléculas tais como fosfolipideos, proteinas e acido nucleicos e possui maior

atividade contra bactérias Gram-positivas (LIU, 2015).

1.7 SISTEMAS DE IRRADIACAO MAIS UTILIZADOS

A TFD pode ser performada com diferentes tipos de luz: laser, lampadas e LEDs.
Lasers (de corante ou de diodo) sdo amplamente utilizados na Terapia Fotodindmica
superficial e intersticial e apresentam a largura de banda estreita, se tratando de uma luz
monocromatica. Podem ser acoplados a fibras Opticas para aplicagdo endoscdpica e
intersticial, ou a lentes a fim de expandir a radiacdo por uma area maior, com aplica¢do para

lesdes superficiais. As lampadas fluorescentes, incandescentes, de halogénio, de arco de
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xenonio ou de s6dio podem utilizadas na TFD, acopladas a fibras dpticas a fim de selecionar
um comprimento de onda especifico e eliminar comprimentos no ultravioleta e infravermelho;
devido ao espalhamento da luz, a aplicabilidade ¢ maior para lesdes superficiais. Os LEDs,
por outro lado, sdo normalmente mais utilizados devido ao baixo custo e menor largura de
banda em comparacao as lampadas comuns. Em comparagdo ao laser de diodo, os LEDs
apresentam largura de banda 5% maior em relacdo ao comprimento de onda central, o que
diminui a sua eficiéncia de absor¢do pelo FS; pode ser aplicado para TFD superficial e
intersticial (LIU, 2015; KIM, 2020).

E importante enfatizar que para TFD deve-se utilizar fontes de irradiagdo na regido do
visivel ou infravermelho proximo (Figura 6), pois a regido do UV (maior energia que no
visivel) pode causar danos no DNA, possibilitando muta¢des genéticas malignas; ¢ a regiao
do infravermelho distante e/ou micro-ondas (menor energia que no visivel) ndo possui energia
suficiente para promover o FS para o estado excitado. Além disso, tem-se que a absor¢ao de
luz pelo tecido diminui a medida que o comprimento de onda diminui, assim, a luz vermelha ¢
a mais eficiente na TFD (Figura 7).

Tecidos sao compostos por uma variedade de células e compostos, na qual a interagao
e absor¢do da luz depende das caracteristicas desses tecidos. Cromo6foros endogenos, tais
como a hemoglobina e melanina, absorvem luz abaixo de 650 nm, o que torna a absor¢ao da
luz azul menos profunda. Acima de 950 nm, a luz é absorvida por moléculas de agua e
comprimentos acima de 1000 nm penetram tecidos com menor eficiéncia. Assim, a
permeabilidade maior no tecido ocorre entre 600 e 950 nm, que ¢ a janela fototerapéutica

(REZENDE, 2022).

Figura 6. Representagdo do espectro de comprimentos de onda.
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Fonte: OLIVEIRA, 2015.
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Figura 7. (A) Espectro de absor¢do de diferentes cromoforos enddgenos, presentes nos

tecidos bioldgicos. (B) Esquema da propaga¢ao de luz através do tecido.
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Fonte: REZENDE, 2022.

Muitos fatores influenciam na eficiéncia da TFD: comprimento de onda, dose de luz e
intervalo entre a aplicagdo do farmaco e irradiacdo. Em infecgdes mais superficiais, esses
fatores ndo influenciam tanto quanto em dareas infectadas mais profundas (LIU, 2015;

CORREIA, 2021).

1.8 FSs ASSOCIADOS A INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO, TENDO COMO
ALVO MECANISMOS DE RESISTENCIA MICROBIANA POR EFLUXO

Como mencionado anteriormente, a resisténcia a multiplas drogas geralmente surge
devido a sistemas de efluxo transmembrana, que servem para bombear compostos nocivos das
células microbianas (ALEKSHUN, 2007). Uma ampla gama de substratos, como detergentes,
antibioticos, metabdlitos, corantes e toxinas sdo expelidos através de bombas de efluxo
(MARQUEZ, 2005). Tem sido demonstrado que essas bombas de efluxo minimizam a morte
de células bacterianas durante TFDA com FS, aparentemente diminuindo as concentragdes
intracelulares de FS e EROs (intracelulares) associadas (VERA, 2012; KOURTESI, 2013;
REZAIE, 2018; HAMBLIN, 2020).

Tegos et al 2006, a partir do conhecimento de que moléculas catidnicas anfipaticas sdo
substratos naturais de bactérias MDR devido a semelhanga fisico-quimica ao alcaldide
antibacteriano berberina, que se trata de substrato do sistema de efluxo MFS previamente
caracterizado (VERA, 2012), realizou testes comparativos entre compostos fenotiazinicos

(azul de metileno, azul de toluidina, azul de dimetileno) e outros, tais como rosa bengala e um
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derivado de clorina (“poly-L-lysine—chlorines”) em bactérias como S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa, onde a expressdo de bombas de efluxo foi controlada. Observou-se que a
superexpressdo das bombas de efluxo, especialmente a NorA, aumentou a taxa de
sobrevivéncia das bactérias expostas aos compostos fenotiazinicos. Entre as espécies de
bactérias, a P. aeruginosa requereu maior concentracdo de FS para a sua inativacdo, seguida
da E. coli, em comparagdo a S. aureus. A partir desse estudo, foi possivel perceber que
bombas de efluxo (de tipos RND e MFS) das diferentes bactérias tem como substrato os
compostos catidonicos da classe de fenotiazina, e a sua superexpressao ¢ capaz de diminuir a
eficacia de alguns FSs; para as outras classes de FSs, houve pouca variacdo da taxa de
sobrevivéncia a partir da modulagdo das bombas de efluxo (TEGOS, 2006). Assim, a
associagdo entre inibidores de bombas de efluxo e FSs de fenotiazina tornou-se uma opgao
para aumentar a fotoatividade em bactérias resistentes (TEGOS, 2006).

No estudo de 2008 do mesmo autor, foi testado na bomba NorA (familia MFS) da S.
Aureus, AcrAB-TolC (familia RND) da E. coli e MexAB-OprM (familia RND) da P.
aeruginosa os inibidores INF271, um derivado de difenilureia, Reserpina, um alcaldide
encontrado em plantas do género Rauwolfia, INF-55, um indol, 5-methoxyhydnocarpin
(5-MHC) (Figura 8), entre outros, em conjunto com alguns FSs (Figura 9). Neste estudo as
moléculas inibidoras de bomba de efluxo (Figura 8) foram incubadas de trés formas: em
conjunto, antes e logo apo6s a administragdo do FS (Figura 10), de modo que a associagdo
entre inibidores de bombas de efluxo e FS foi realizada por efeito sinérgico (TEGOS, 2008).

No geral, o uso dos inibidores aumentou a inativagdo fotodinamica antimicrobiana
para os compostos fenotiazinicos. Entre as espécies de bactérias testadas, a mais afetada com
a inibicdo foi a S. aureus, o que confirma que a NorA tem maior especificidade aos
compostos de fenotiazina em comparagdo a RND das bactérias Gram-negativas, em
especifico a P. aeruginosa. Por fim, foi observada que a resposta bioldgica foi mais eficiente
quando foi adicionado o FS apds o inibidor do que simultaneamente, o que mostra uma
possivel competi¢do nos receptores da bomba entre fotossensibilizador e inibidor, onde a
incorporag¢do do FS se tornou mais acentuada apds a administragdo do inibidor de bomba de

efluxo (TEGOS, 2008).
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Figura 8. Alguns inibidores de bombas de efluxo utilizadas no estudo de Tegos, 2008.
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Figura 9. FSs utilizados no estudo de Tegos, 2008.
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Figura 10. Esquema representativo da TFDA a partir da acdo sinérgica entre FS
(fotossensibilizador) e EPI (inibidor de bomba de efluxo, do inglés “efflux pump inhibitor”),
com administragdo do FS apds o EPI (A), em conjunto ao EPI (B) e do FS anterior ao EPI

(©).
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Fonte: Figura criada pela autora utilizando o site Canva.

Outro exemplo de associagdo entre inibidores de bombas de efluxo e FS realizada por
efeito sinérgico foi descrito no estudo de 2010 de Kishen, que testou agdo do Azul de
Metileno catidnico e Rosa Bengala anionico em conjunto ao inibidor cloridrato de Verapamil
(inibidor de bombas de efluxo da superfamilia ABC) (Figura 11) da bomba de efluxo da
Enterococcus faecalis, visando a inativa¢do de biofilme. Foi observado que o uso do inibidor
consideravelmente o efeito do FS, uma vez que bombas de efluxo sdo mais expressas em
células envoltas em biofilme; além disso, o composto azul de metileno cationico causou mais
danos ao biofilme, devido a maior interagdo com a membrana anidnica da bactéria (KISHEN,
2010).

Figura 11. Estrutura do Cloridrato de Verapamil.
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Fonte: <https://www.cellsignal.com/products/activators-inhibitors/verapamil-hydrochloride

/49079>
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Hashimoto et al 2012 realizou estudos com os fotossensibilizadores “Hypocrellin B”
com ions de lantanideo (HB:La’") (Figura 12) € o Azul de metileno em uma linhagem
multirresistente (MDR) da bactéria da espécie P. aeruginosa, associados ao inibidor de canais
de calcio, Verapamil. A partir dos resultados, observou-se uma redu¢do em torno de 5 logs,
ap6s uma dose de luz de 24 J/cm?, nos grupos incubados com HB:La** com e sem o inibidor,
o que indica que o FS ndo se trata de um substrato da bomba de efluxo da P. aeruginosa. Por
outro lado, o Azul de metileno apresentou variacdes estatisticas significativas quando
incubado com o inibidor de bomba de efluxo, apresentando um aumento de morte celular em

torno de 1 log (HASHIMOTO, et al., 2012).

Figura 12. Estrutura do FS HB:La*".

B

Fonte: HASHIMOTO, et al., 2012.

Jia et al 2019 avaliou a inativacdo bacteriana da S. aureus MDR e selvagem a partir do
FS “S-Porphin sodium” (S-PS) (Figura 13) e os inibidores de bomba de efluxo Reserpina
(Figura 8) e “carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazine” (CCCP) (Figura 13). No geral, a
TFDA com S-PS resultou na destruicdo da membrana celular via EROs, o que diminuiu
significativamente a proliferagdo da bactéria, onde a linhagem selvagem apresentou maior
sensibilidade devido a menor quantidade de bombas de efluxo expressas em comparagao a
MDR, o que influenciou na maior incorporagdo do FS. Na linhagem MDR, a fotoatividade foi
melhorada a partir da adicdo de inibidores de bombas de efluxo CCCP e Reserpina
anteriormente a aplicacdo do FS, porém, ndo foi possivel a total destruicdo do biofilme nas

mesmas concentragdes (JIA, et al., 2019).
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Figura 13. Estruturas do FS S-PS e inibidor CCCP utilizados no estudo Jia et a/ 2019.

MO

Cl

1y

S-PS
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Em Sutek e al 2020 foi estudada a inativagdo fotodindmica de bactérias das espécies
E. coli e S. aureus utilizando derivados de porfirina (Figura 14) como FS e Verapamil como
inibidor de bomba de efluxo, com a finalidade de aumentar o acimulo de FS no interior das
células. O inibidor Verapamil promoveu uma melhora no efeito fotodindmico de 1-2 logs
contra a E. coli em conjunto com TMPyP, TPPS e CL,TPPS. Esse efeito sugere que o efeito
fotodindmico ¢ mediado a partir dos FSs ligados & membrana externa e membrana celular
interna por meio de interagdes eletrostaticas entre a superficie anionica da parede celular da E.
coli e o TMPyP positivamente carregado (SULEK, et al., 2020).

Para bactérias Gram-positivas, os derivados de acido sulfonico anionicos (TPPS e
CLTPPS) apresentaram um actimulo eficiente nas células em comparacdo a TMPyP, que por
ser catidnico, interagiu melhor com a membrana da bactéria Gram-negativa. Na E. coli, o
inibidor Verapamil acrescentou em 3 logs o nimero de mortes celulares; na S. aureus, foi
atingida a redug@o em torno de 6 logs de células viaveis. De modo geral, com a introdugéo do

inibidor de bomba de efluxo, menores doses de luz foram necessarias para causar a inativagao

(SULEK, et al., 2020).
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Figura 14. Estruturas dos derivados de porfirina TPP, CITPP, CI,TPP, CL.TPPS, TPPS ¢
TMPyP.
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Fonte: SULEK, et al., 2020.

A partir dos estudos de associag@o sinérgica entre inibidores de bombas de efluxo e
varios fotossensibilizadores, pode-se afirmar que existe um aumento significativo na atividade
fotodinamica em bactérias MDR ao utilizar o inibidor de bomba de efluxo adequado para a
bomba de efluxo de cada bactéria. Por outro lado, em bactérias que nao ha bombas de efluxo
superexpressas, FSs anfipaticos como os compostos fenotiazinicos sdo substratos naturais das
bombas da familia MFS presentes em bactérias Gram-positivas, como a NorA da S. aureus.

Em bactérias Gram-negativas, como a E. coli, ha evidéncias de que o efluxo de
porfirinas ¢ controlado pelo sistema de bomba 7oIC, o que justifica a melhora da atividade
fotodindmica no estudo de Sutek et al 2020. Apesar da falta de estudos acerca dos
mecanismos de efluxo para cada fotossensibilizador em células bacterianas, nota-se que a
TFDA associada a um inibidor de bomba de efluxo ¢ um método promissor para bactérias
multirresistentes.

Até entdo, os estudos testavam a atuacdo sinérgica de inibidores e FS, entretanto,
poucos estudos tém mostrado que FSs ligados covalentemente ao EPI podem aumentar os
efeitos fotodinamicos. Em Ball et al 2006, hibridos de berberina com inibidores de bombas de
efluxo da S. aureus foram sintetizados, onde a atividade antibacteriana teve expressivo
aumento em relagdo a berberina pura, devido ao rapido acimulo do hibrido nas células
bacterianas (VERA, 2012).

As similaridades fisico-quimicas entre a berberina ¢ os compostos fenotiazinicos € o
fato de ambos serem substratos de bombas de efluxo de bactérias Gram-positivas possibilitou
uma estratégia analoga a TFDA, onde hibridos contendo um fragmento inibidor de bomba de

efluxo permite maior acumulo do FS dentro da célula (Figura 15). Um exemplo ¢ o estudo de
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2017 de Rineh et al, em que foram feitas modificacdes em FSs com fragmentos inibidores da
NorA. Foram sintetizados 16 hibridos (Figura 16) com diferentes inibidores para avaliar a
inativagdo fotodindmica antimicrobiana da S. aureus. Dentre os hibridos estudados, dois
compostos (Figura 17) exibiram atividade méxima em testes in vitro contra MRSA (RINEH,

2017).

Figura 15. Esquema representativo da TFDA a partir da ligagdo covalente entre FS
(fotossensibilizador) e EPI (inibidor de bomba de efluxo, do inglés “efflux pump

inhibitor”).
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Figura 16. Hibridos de Azul de Metileno

sintetizados em Rineh, 2017.
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Figura 17. Hibridos em Rineh, 2017

Fonte:

que apresentaram maior atividade contra MRSA.

02N @ NH

=

s Iy
C

ALMATAR, 2021.

No estudo Rineh 2018, os hibridos com maior atividade fotodindmica do estudo de

2017 (Figura 17) foram testados, juntamente com um terceiro hibrido 3 da Figura 18, em
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bactérias Gram-negativas E. coli ¢ A. baumannii. Assim como o hibrido 2 com o inibidor
INF55 (Figura 16) apresentou a maior atividade contra a S. aureus em relagdo ao Azul de
metileno, 0 mesmo ocorreu na E. coli, possivelmente por ndo ser um substrato da bactéria ou
por efeito inibitério da bomba de efluxo a partir do INF55, o que aumenta a concentragao do
FS no interior da célula (RINEH, 2018).

Para a A. baumannii, o maior efeito fotodindmico foi apresentado pelo hibrido 1, por
se tratar de um substrato com menos afinidade ou por efeito inibitério da bomba de efluxo;
outra possibilidade ¢ a maior afinidade da molécula pela parede celular da bactéria, o que
resulta na maior concentragdo de FS localizado na célula. Por fim, observou-se que inibidores
de bomba de efluxo da NorA covalentemente ligados a um FS podem aumentar a eficicia da

TFDA para bactérias Gram-negativas, que sdo mais resistentes que Gram-positivas.

Figura 18. Hibridos em Rineh, 2018 testados em:

H H

Fonte: RINEH, 2018.

1.9 PLANEJAMENTO DE UM COMPOSTO HIBRIDO DERIVADO DE AZURE A E
CAPSAICINA

O derivado de fenotiazina planejado para a rota sintética parte do FS Azure A (Figura
19), cujo centro de reatividade se localiza na amina primaria, o que permite boa reatividade
quimiosseletividade em comparacdo a outros compostos de fenotiazina (Azure B, Azul de

Metileno, Azul de Toluidina).
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Azure A ¢ um derivado fenotiazinico cationico, de alta polaridade e baixa tendéncia a
agregacdo, o que o torna um FS promissor para aplicagdo na TFDA em bactérias e fungos,

cuja atividade biologica se mostrou efetiva contra Candida albicans (MOREIRA, et al, 2010).

Figura 19. Estrutura do Azure A.
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Fonte: do autor.

A Capsaicina (Figura 20) ¢ uma molécula de ocorréncia natural, encontrada na
pimenta Chili, do género Capsicum. Foi testada sua eficacia em conjunto com Ciprofloxacino,
onde pdode ser observada o aumento a atividade antimicrobiana, além do aumento da janela
terapéutica por cerca de 1,1h, o que ocorreu em fator da inibi¢do das bombas de efluxo de
bactérias; o que foi demonstrado a partir da inibicdo do efluxo de brometo de etideo pela

NorA, o que reduziu a viruléncia da S. aureus (NAAZ, 2021).

Figura 20. Estrutura da Capsaicina.
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Fonte: do autor.

Tendo em vista que a TFD tem mais aplicagdo a tecidos superficiais, uma vez que a
penetrabilidade da radiacdo nos tecidos ¢ limitada (REZENDE, 2022), o composto alvo
(Figura 21) a ser sintetizado foi baseado nos estudos acerca da atividade inibitéria da
Capsaicina e na inativagdo fotodinamica antimicrobiana por meio de compostos de
fenotiazina, que sdo substratos da bomba de efluxo NorA, presente na S. aureus, um dos

principais microrganismos causadores de infec¢des em tecidos supeficiais.
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Figura 21. Estrutura da molécula alvo constituida de Azure A (vermelho), que representa um
FS, ligada covalentemente a Capsaicina (azul), que € um inibidor de bomba de efluxo (NorA)

da S. aureus, por um conector com um grupo carbonilico.

Fonte: do autor.

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Funcionalizar Azure A (FS) com fragmento de inibidor de efluxo NorA (capsaicin)

para aplicagdo em bactéria resistente a antibioticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Revisar os principais estudos de FS com agdo antibacteriana e inibitéria em
relagdo a bombas de efluxo;

ii) Planejar e sintetizar um FS com ag¢fo inibitoria da bomba de efluxo NorA;

iii) Estudar a rota sintética do FS partindo de estruturas quimicas simplificadas, a

fim de produzir um composto modelo.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 SINTESE DO COMPOSTO MODELO

3.1.1 Amidacao seguida por substituicio nucleofilica

3.1.1.1 Amidagao da p-nitroanilina com HOBt e EDC

Foram adicionados 0,724 mmol (2 equivalentes) do acido 2-bromoacético e 0,362
mmol da p-nitroanilina no meio reacional, contendo 1 mL de DMF. Foram utilizados 0,724
mmol (2 equivalentes) de EDC e 0,0362 mmol de HOBt catalitico. A reagdo foi deixada em
agitacdo a temperatura ambiente por 4 dias. Apds isso, a reacao foi colocada a 85°C por 24h e
a 120°C por mais 24h. A reacdo foi interrompida com a adicdo de agua gelada, onde o

precipitado formado foi submetido a filtragdo e seco sob vacuo.

3.1.1.2 Amidagao da p-nitroanilina via formacao de cloreto de acido

Foram acrescentados 1,09 mmol do acido 2-bromoacético e DMF catalitico em 0,5 mL
de tolueno anidro sob atmosfera de Argonio. Em banho de gelo e agitacdo, foi adicionado
2,71 mmol (2,5 equivalentes) de cloreto de oxalila. Apos isso, o banho de gelo foi retirado e a
reacdo permaneceu a temperatura ambiente por 4h.

Posteriormente, o tolueno presente foi removido sob vacuo, e o cloreto de acido
produzido (= 3 equivalentes) adicionado a 0,362 mmol de p-nitroanilina, juntamente com
0,362 mmol de trietilamina anidra (1 equivalente), 2 mL de tolueno, em banho de gelo e
agitacdo, sob atmosfera de Argonio. O banho de gelo foi retirado e o meio reacional foi
deixado em agitagao por 48h. A reacdo foi interrompida com adi¢do de 4gua gelada e extraida

com acetato de etila (3 x 5 mL).
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3.2.1 Eterificacio seguida por amidacio

3.2.1.1 Substituicdo Nucleofilica

Adicionou-se 1,61 mmol (1 equivalente) de 2-metoxifenol, 1,61 mmol de
bromoacetato de etila ¢ 1,61 mmol de Na,CO3, em 1 mL de DMF. A reagdo foi mantida a
80°C em agitagdo, por 4h. A reacdo foi interrompida com adi¢do de dgua gelada e extraida

com acetato de etila (3 x 5 mL).

3.2.1.2 Hidrolise do intermediario B

O produto da reagdo da Subtituicdo Nucleofilica do bromo (1,16 mmol) foi adicionado,
juntamente com 15 equivalentes de NaOH 2M (17,4 mmol), a 1 mL de metanol, sob agitacdo,
a temperatura ambiente. Apos 4h, o metanol foi removido e foi adicionado, gota a gota, HCI
2M em excesso até a precipitagdo de todo produto, que foi filtrado e seco sob vacuo.

Além disso, foi feita uma extragdo da solucdo da reagdo com acetato de etila (3 x 5

mL), onde o acetato também foi removido.

3.2.1.3 Amidag¢ao com AZURE A

3.2.1.3.1 Amidacdo com Azure A via EDC e HOBt

Foram adicionados 0,103 mmol (1 equivalente) do acido (2-metoxifenoxi) acético e
0,103 mmol do Azure A no meio reacional, contendo 0,5 mL de DMF. Foram utilizados
0,154 mmol (1,5 equivalentes) de EDC e 0,010 mmol de HOBt catalitico. A reacdo foi
deixada em agitacdo a temperatura ambiente por 24h dias; apos isso a reacao foi interrompida
com a adi¢do de agua gelada e extraida com DCM sucessivas vezes e com acetato de etila (3 x

8 mL).
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3.2.1.3.2 Amidacdo via cloreto de acido

Foram acrescentados 0,384 mmol do acido (2-metoxifenoxi) acético e DMF catalitico
em 5 mL de tolueno anidro sob atmosfera de Argdnio. Em banho de gelo e agitacdo, foi
adicionado 3,84 mmol (10 equivalentes) de cloreto de oxalila. Apos isso, o banho de gelo foi
retirado e a reagao permaneceu a temperatura ambiente por 4h.

Posteriormente, o tolueno presente foi removido, € o cloreto de acido produzido (= 2
equivalentes) adicionado a 0,194 mmol de Azure A, juntamente com 1,92 mmol de
trietilamina anidra (5 equivalentes), em 5 mL de DMF, banho de gelo e agitagdo, sob
atmosfera de Argdénio. O banho de gelo foi retirado e o meio reacional foi deixado em
agitacdo por 24h a temperatura ambiente e, posteriormente, a 90°C por 48h. Por fim, a reacao

foi colocada sob vacuo até completa remog¢ao do DMF.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PLANEJAMENTO DE SINTESE DO COMPOSTO HIBRIDO DE AZURE A E
CAPSAICINA

Inicialmente, o planejamento de sintese foi baseado na amidagdo do FS (azure A) a
partir do acido 2-bromoacético, e a posterior rea¢do de substituicdo nucleofilica com a

capsaicina, resultando num éter, presente na molécula alvo (composto 1, esquema 1).

Esquema 1. Proposta de sintese para o derivado de Azure A com fragmento de

Capsaicina.

Fonte: do autor.

42 INVESTIGACAO DA ROTA SINTETICA EM ESTRUTURAS QUIMICAS
SIMPLIFICADAS

Para avaliar a proposta sintética do esquema 1 e o perfil de reatividade de um
composto altamente conjugado e com presenga de grupo retirador, como o Azure A, foi
planejado uma sintese utilizando de compostos estruturalmente mais simples: a p-nitroanilina,
que possui um grupo nitro retirador de elétrons, simulando o efeito do ion iminio no FS. O

2-metoxifenol, nesse caso, simula a reatividade de um fragmento da Capsaicina (Figura 22).
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Figura 22. Composto modelo 2, baseado na similaridade de reatividade com o FS derivado,

onde a p-nitroanilina (vermelho) mimetiza o Azure A, e o 2-metoxifenol (azul) a capsaicina.

Fonte: do autor.

4.3 SINTESE DO COMPOSTO MODELO

4.3.1 Amidacao seguida por substituicdo nucleofilica

Primeiramente, a rota sintética planejada se baseou na reatividade da anilina para
formagdo de uma amida ao reagir com o acido 2-bromoacético na presenga de agentes de
condensagdo (EDC e HOB), para posterior reagdo de substituicdo nucleofilica do brometo de

alquila intermediario com o 2-metéxifenol (Esquema 2).

Esquema 2. Esquema de sintese proposto para o composto modelo 2.
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Fonte: do autor.
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4.3.1.1 Amida¢do com HOBt e EDC

A primeira reacdo de amidacdo foi feita na presenga do agente de condensagdo EDC e

HOBt como catalizador em DMF como solvente (Esquema 3).

Esquema 3. Rota de sintese para obtengdo do intermedidrio A com EDC e HOBt.

)

A CURIS PR s U §
r Br
NH,  HO DMF N
96h a t.a; Intermediario A
24h a 85°C;
24h a 120°C

Fonte: do autor.

O mecanismo se inicia com uma reac¢do acido-base, onde um par de elétrons do
nitrogénio do grupo carbodiimida captura o proton do acido carboxilico utilizado como
reagente, seguida do ataque nucleofilico do grupo carboxilato no carbono sp central da
carbodiimida. Apds a adi¢do, a dupla ligagdo do nitrogénio captura um préton (do HOBt) por
adi¢do eletrofilica e, também, o grupo hidroxila do HOBt ataca a carbonila do éster,
resultando na substitui¢cdo nucleofilica da carbonila; o produto formado a partir dessa reagdo
com o HOBt é denominado éster ativado.

O éster ativado ¢ quem reage com a amina para formar a amida e o HOBt ¢é

reconstituido, por se tratar de um catalizador da reagdo (Esquema 4).
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Esquema 4. Mecanismo de reagdo de amidacdo via EDC e HOB.
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Fonte: do autor.

Nas primeiras 96h foram realizadas diversas cromatografias em camada delgada (CCD)

para acompanhar a evolucdo da reacdo, onde foi observada a presenca da p-nitroanilina,

material de partida (MP), no meio reacional. Assim, a reagdo foi colocada em aquecimento a

85°C por 24h, sendo possivel notar a maior formagao de possiveis produtos e consumo do MP

(Figura 23). Apos isso, a reagdo foi colocada em aquecimento a 120°C por mais 24h; com pou

co aumento da intensidade das manchas correspondentes aos possiveis produtos formados, a

reacdo foi interrompida, e o precipitado formado a partir da adi¢do de agua foi caracterizado

por RMN 'H (Figura 24). A massa obtida da filtragdo foi de 38,7 mg, o que corresponde a um

rendimento de 33,8%.
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Figura 23. CCD apds 96h da amidacdo da p-nitroanilina com HOBt e EDC a temperatura
ambiente (a); CCD apo6s 24h a 85°C, com maior consumo de MP (b); CCD ap6s 24h a 120°C
(c). R equivale ao MP (p-nitroanilina), M a misto e P ao produto. Eluente: hexano/acetato de

etila (7:3)

Fonte: do autor.

A partir da analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, foi verificada a
forma¢do de um subproduto, composto 3 (Figura 24), o que mostra que a reagdo ndo teve
quimiosseletividade a amidagdo, ocorrendo, simultaneamente, a substituicdo nucleofilica no
fragmento brometo de alquila. Na Tabela 2 estdo relacionados os protons de cada ambiente

quimico da molécula obtida e seus respectivos sinais no RMN de 'H.

Figura 24. RMN de 'H do precipitado da reagdo da p-nitroanilina, acido 2-bromoacético,

HOBt e EDC (RMN de 'H, 400MHz, DMSO-d6).
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Fonte: do autor.
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H do composto 3 (DMSO-d6).

Hidrogénio Deslocamento 8y ® (m °; J°)
H9 4,16 (d; 6,1)
H13 e H17 6,71 (d; 9,2)
H11 7,54 (t; 5,9)
H1 e H5 7,85 (d; 9,2)
Hl4 e H16 8,02 (d; 9,1)
H2 e H4 8,23 (d; 9,1)
H7 10,77 (s)

2 deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS com padrio interno

® multiplicidade
¢ constantes de acoplamento em Hz

Fonte: do autor.

4.3.1.2 Amidacéo via formagao de cloreto de acido

Para melhorar a quimiosseletividade, optou-se pela amidag¢do a partir do cloreto de
acido, por ser um eletréfilo mais reativo, que reage preferencialmente com a amina (Esquema

5).

Esquema 5. Rota de sintese para obteng¢do do intermedidrio A via formagdo de cloreto de

acido.
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Fonte: do autor.

O mecanismo da formagdo do cloreto de acido (Esquema 6) se inicia pelo ataque
nucleofilico de um par de elétrons do oxigénio do DMF a carbonila do cloreto de oxalila. O
oxigénio com carga negativa, ao recuperar a ligagdo dupla carbonilica acarreta na eliminagao

do cloreto, que ataca o carbono com densidade eletronica positiva ligado ao nitrogénio. Na
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etapa II, apos as eliminagdes de CO2 e CO, a molécula resultante reage com o acido
carboxilico, onde o carbono &' ligado ao nitrogénio sofre um ataque a partir da hidroxila,
resultando numa adi¢do nucleofilica.

O cloreto presente no meio reacional reage facilmente com o carbono carbonilico da
estrutura formada, e a sua adi¢@o acarreta na eliminagdo da estrutura que € reconstituida como
DMF catalitico. O cloreto de acido formado ¢ um eletréfilo mais reativo que o acido
carboxilico, uma vez que o cloro apresenta um efeito retirador muito grande sob a carbonila;
além disso, ¢ um bom grupo de saida na reagdo de substituicdo nucleofilica. Essas
caracteristicas s@o essenciais para reagdes com nucledfilos mais fracos, como na

p-nitroanilina, um composto com efeito retirador do grupo nitro e grande conjugacgao.

Esquema 6. Mecanismo de reacdo da formagdo do cloreto de acido a partir do cloreto de

oxalila e DMF.
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Fonte: do autor.
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O mecanismo da amidagdo a partir cloreto de acido (Esquema 7) se inicia pelo ataque

nucleofilico da amina na carbonila do acido, resultando na substitui¢do nucleofilica.

Esquema 7. Mecanismo de reagdo de amidagdo via cloreto de acido.
(_\: NEt,
9 :0 9 0
_R <v + /
R7\CI H,N —> R/}\N—R — R)J\HF—R RJ\N/R

.o CI) | B |
H H

CI + -

HNEt; Cl

Fonte: do autor.

Na reagdo realizada em laboratorio, o acido 2-bromoacético foi transformado no
cloreto de bromoacetila a partir da reagdo com cloreto de oxalila em tolueno como solvente e
DMF como catalisador. Posteriormente, o cloreto de acido formado reagiu com a
p-nitroanilina na presenga de trietilamina como base e tolueno como solvente. A reagdo foi

acompanhada por CCD.

Figura 25. CCD da amidagdo da p-nitroanilina com cloreto de 4acido apos 24h (a); CCD apos
48h (b). MP equivale ao material de partida (p-nitroanilina), M a misto e P ao produto de

reacdo. Eluente: hexano/acetato de etila (7:3)

Fonte: do autor.

Apo6s 48h de reagdo, foi possivel notar na CCD (Figura 25) a presenca de manchas
mais apolares que poderiam ser correspondentes ao possivel produto. Assim, para evitar mais
formacdo de subprodutos, a reagdo foi interrompida e o meio reacional foi extraido com
acetato de etila. A partir da CCD das fases organica e aquosa da extragdo liquido-liquido
(Figura 26) revelada na camara de ultravioleta e apds tratamento com iodo, verificou-se que o
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possivel produto foi efetivamente extraido pelo acetato de etila. A fase organica, apds
secagem do solvente, foi submetida a uma analise de RMN de 'H (Figura 27) para
caracterizagdo. O produto extraido apresentou uma massa de 20 mg, o que corresponderia a

um rendimento de 21,3%.

Figura 26. CCD apds extragdo (amidagdo da p-nitroanilina com cloreto de éacido) com
agua/acetato de etila (a); CCD apo6s tratamento com iodo (b). A ¢ referente a fragdo aquosa, M

misto e O a fragdo organica. Eluente: hexano/acetato de etila (7:3)

Fonte: do autor.

Figura 27. RMN de 'H do produto extraido da reagdo da p-nitroanilina, cloreto de 4cido

2-bromoacético (intermediario A) (RMN de 'H, 400MHz, DMSO-d6).
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Fonte: do autor.
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Tabela 3. Dados de RMN de 'H do intermediario A (DMSO-d6).

Hidrogénio Deslocamento 8y # (m °; J)
HO 4,35 (s); 4,10 (s)
H1 e H5 7,84 (m)
H2 e H4 8,24 (d; 9,1)
H7 10,95 (s); 10,87 (s)

2 deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS com padrio interno
> multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz
Fonte: do autor.

Ao analisar o RMN de 'H do intermediario A, nota-se que no deslocamento referente
ao hidrogénio da amida (H7) existem dois singletos, € o0 mesmo ocorre nos dupletos no
deslocamento atribuido aos hidrogénios H1 e HS. Esse fendmeno € decorrente de estruturas
de ressonancia presente nas amidas, o que resulta na formagdo de isdmeros com diferentes
ambientes quimicos. Apesar de ndo ser possivel prever exatamente qual a estrutura de
ressonancia para cada deslocamento, o esquema 8 representa como esse fendmeno ocorre e
resulta em ambientes quimicos distintos. Entretando, a partir da integracdo, € possivel

perceber que a propor¢do dos isomeros € de 6:4.

Esquema 8. Representagdo de isomeros formados a partir dos efeitos de ressonancia do

intermediario A.
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Fonte: do autor.

Durante a reagdo, um dos problemas visualizados foi a baixa solubilidade da
p-nitroanilina em tolueno, mesmo com adi¢do de Et;N, o que pode ter contribuido para o

baixo rendimento obtido, além da baixa reatividade da p-nitroanilina.
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4.3.2 Eterificaciao seguida por amidacao

Devido aos problemas das rotas sintéticas anteriores, tais como baixa
quimiosseletividade e baixos rendimentos, uma nova rota sintética foi planejada, partindo
inicialmente da eterificacdo do andlogo a Capsaicina (2-metdxifenol) para posterior reagdo de

amidagdo do Azure A, representada no esquema 9.

Esquema 9. Nova rota sintética para a sintese do Composto Modelo 2 ou Composto 4.
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Fonte: do autor.

4.3.1.1 Substitui¢do nucleofilica

A etapa de sintese do intermediario B foi feita a partir da reagdo do 2-metdxifenol com
2-bromoacetato de etila na presenga de carbonato de sd6dio em DMF a 80°C (Esquema 10),

com acompanhamento da reagdo por CDD durante as 4h.

Esquema 10. Rota de sintese para obtenc¢do do intermediario B.
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Fonte: do autor.
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A partir da captura do hidrogénio do fenol por meio do carbonato de sédio, o par de
elétrons do fenolato se torna um nucledfilo mais forte, que ataca o carbono com densidade
eletronica positiva ligado ao bromo, o que resulta em uma substitui¢do nucleofilica (Esquema
11). O carbonato, ao capturar os prdotons do fenol, se transforma em acido carbdnico e se

decompde em CO» e 4gua.

Esquema 11. Mecanismo de reagdo de substitui¢do nucleofilica.
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Fonte: do autor.

A partir da CCD da reagdo, nota-se o completo consumo do 2-metdxifenol. Assim, a
reacdo foi interrompida e o possivel produto foi extraido com acetato de etila e 4gua destilada;
a CCD das fases organica e aquosa apos extragdo mostra a presenga de um produto na fase

organica. O material final pesado apresentou massa de 243,6 mg, com rendimento de 71,9%.

Figura 28. CCD apds 4h de reacdo de sintese do intermediario B (a e b), MP (2-metoxifenol)
equivale ao material de partida, M a misto e P ao produto de reacdo; CCD apos extragdo com
agua/acetato de etila (c), onde FA ¢ fase aquosa, M é misto e FO a fase organica. Eluente:

hexano/acetato de etila (8:2).

Fonte: do autor.
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Ap0s isso, o material isolado foi caracterizado por RMN de 'H (Figura 29). Por meio

dos dados, pdde-se verificar a formagao do intermediario B, que foi utilizado como reagente

para obtencao do intermediario C.

Figura 29. RMN de 'H do produto extraido da reagdo para produgdo do
(RMN de 'H, 400MHz, CDCl;).
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Fonte: do autor.

Tabela 4. Dados de RMN de 'H do intermediario B (CDCI3).

Hidrogénio Deslocamento 8y (m °; J¢)
H14 1,29 (t; 7,1)
H12 3,89 (s)
HIS 4,27 (q; 7,1)
HS 4,69 (s)
H1 e H4 6,94 - 6,85 (m)
H2 e H3 7,01 - 6,97 (m)

a

deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS com padrdo interno

> multiplicidade
¢ constantes de acoplamento em Hz

Fonte: do autor.

0.5
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4.3.1.2 Hidrélise do intermediario B

Com o intuito de efetuar uma reagdo de amidacdo na carbonila do intermedidrio B, foi
realizada uma etapa de hidrdlise de éster para retirar o grupo protetor do acido carboxilico e
transformar a molécula em um 4acido carboxilico (intermediario C), procedimento
representado pelo esquema 8. Inicialmente o éster B reagiu com uma solug@o aquosa 2 M de

NaOH usando metanol como solvente a temperatura ambiente.

Esquema 12. Rota de sintese para obtengao do intermediario C.

1) NaOH 2M
0 metanol o

@EO\)J\OB 4hata @EO\)J\OH
o 2) HCI2M o

s 0°C .
Intermedidrio B Intermediario C

Fonte: do autor.

O mecanismo da hidrolise do éster (Esquema 13) acontece a partir da substitui¢do
nucleofilica, onde o alcéxido €é o grupo abandonador. A desprotonagdo do acido a partir do
alcoxido torna necessaria a adicdo de acido em excesso (etapa II) para que o acido carboxilico

seja reconstituido.

Esquema 13. Mecanismo de reacdo da hidrdlise do éster em meio basico.

HOEt
(O 0: 0O 0
)J\ P ) )]\ ~ 4 )J\—
I) R” \"OEt QH R Et — > R” "OH : OEt R” O
0 Ht 0]
Iy R)J\C_) :/ RJ\OH

Fonte: do autor.

Apds o consumo de todo o éster B, visualizado na CCD da Figura 30, a reacgdo foi
interrompida apds 2h. Na sequéncia foi adicionado uma solu¢ido de HCI (2 M) a 0°C até pH 2
e o solido formado foi filtrado, gerando uma massa de 138 mg, o que representaria um
rendimento de 65,5%. Observou-se por CCD que parte do possivel produto estava

solubilizado na solug@o aquosa filtrada. Foi feita uma extragdo dessa solugdo aquosa com
70



acetato de etila, que ap6s evaporagdo, resultou em 73,9 mg do produto. Assim, o rendimento
total da reagdo foi de 100%. Ambos os materiais isolados (por filtragdo e por extragdo) foram

caracterizados por RMN 'H (Figuras 31 e 32).

Figura 30. CCD ap6s 2h de reacdo de sintese do intermediario C. MP ¢ o material de partida

(intermedidrio B), M € misto e P o possivel produto. Eluente: DCM/metanol (9:1)

Fonte: do autor.

O 4acido, por possuir maior polaridade em relagdo ao éster, fica mais retido na base da

placa de CCD, enquanto o éster B elui com mais facilidade no eluente selecionado.

Figura 31. RMN de 'H do produto filtrado da rea¢do para producdo do intermediario C
(RMN de 'H, 400MHz, DMSO-d6).
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Fonte: do autor.
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Tabela 5. Dados de RMN 'H do produto filtrado do intermediario C (DMSO-d6).

Posigdo 'H Deslocamento 8y * (m )
HI3 3,77 (s)
HS 4,63 (s)
H2 e H3 6,84 - 6,93 (m)
H1 e H4 6,97 - 6,99 (m)
H10 12,91 (s)

2 deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS com padrao interno

> multiplicidade

Fonte: do autor.

Figura 32. RMN de 'H do material extraido da reag¢do para produgdo do intermediario C

(RMN de 'H, 400MHz, DMSO-d6).
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Fonte: do autor.
Os espectros de RMN de 'H de ambos os materiais (filtrado e extraido) possuem

mesmo perfil e deslocamentos semelhantes, o que mostra ser a mesma molécula, que foi

usada na etapa seguinte de amidacao.
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4.3.1.3 Amidagdo com AZURE A

Com a obtengdo do intermediério C, e a possivel otimizagdo quanto ao rendimento e

quimiosseletividade, a amidagdo pode ser efetuada com o FS, Azure A.

4.3.1.3.1 Amidac¢do com Azure A via EDC e HOBt

Inicialmente, foi realizada a tentativa de amidagdo entre o 4cido carboxilico C e o
Azure A usando EDC como agente de condensagdo, HOBt como catalisador e DMF como

solvente (Esquema 14). A evolugdo da reagdo foi monitorada por CCD para verificar o

consumo do Azure A e acido C.

Esquema 14. Rota de sintese para obten¢do do Composto 4 a partir de EDC e HOBL.
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Fonte: do autor.

Apoés as primeiras horas de reagdo, pode ser observado o consumo do &cido
(intermediario C), porém, a visualizagdo referente ao consumo do FS ndo pode ser feita nesse

periodo (Figura 33). Assim, a reagdo foi deixada em agitag¢do até completar 24h, onde foram

feitas novas CCDs (Figura 34).
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Figura 33. CCD ap6s 6h de reagdo de sintese com EDC e HOBt do Composto 4. Da esquerda
para a direita: “A” corresponde ao Azure A, “M” misto entre Azure e produto, “P”” ao produto,
“M” ao misto entre possivel produto e acido C e, “C” ao acido intermediario C. Em (a)
nota-se o consumo do acido, o que demonstrou formagdo do éster ativado. Eluente:

DCM/metanol (9:1).

Fonte: do autor.

Figura 34. CCD apds 24h de reagdo de sintese com EDC ¢ HOBt do Composto 4 (a e b),
onde o consumo do Azure A (MP) ndo foi visivel. CCD apos extracdo (direita), onde “A” ¢
fase aquosa, “M” misto e “O” fase organica, onde a maior concentra¢do de FS se situou na

fase aquosa “A”. Eluente: DCM/metanol (9:1) e DCM/metanol (85:15).

Fonte: do autor.

Devido a dificuldade de visualizar o progresso da reacdo, esta foi interrompida. Apds
adicdo de dgua destilada, a mistura foi extraida com DCM , seguido de acetato de etila, onde o
material extraido nas fases organicas (m = 20 mg) foi caracterizado por RMN de 'H (Figura
35). Durante a extragdo, notou-se que a maioria do material se concentrava na fase aquosa,
mesmo com sucessivas extragdes, o que pode ser verificado na CCD da extracdo, na qual a
mancha correspondente a fase aquosa apresenta maior intensidade.

A preferéncia pela fase aquosa pode ser devido ao fato de que o Azure A é um sal

cationico, assim como o possivel produto formado. O fragmento adicionado a partir da
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amidagdo pode ndo tornar o produto lipofilico o suficiente para migrar totalmente para os

solventes organicos escolhidos para a extracao.

Figura 35. RMN de 'H do produto extraido da reagdo com HOBt ¢ EDC para produgdo do
Composto 4. (RMN de 'H, 400MHz, DMSO-d6).
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Fonte: do autor.
A partir do espectro de RMN de 'H do material extraido, é possivel notar os picos
referentes ao fragmento do &cido e, com intensidade menor, o Azure A. Como ndo foi

possivel visualizar a presenga do préton da possivel amida formada, optou-se realizar a

amidacdo a partir do cloreto de acido.

4.3.1.3.2 Amidacdo com Azure A via cloreto de dcido

Alternativamente foi realizado a tentativa de amidacdo com o Azure A a partir do

cloreto de acido, que esta representada no esquema 15.
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Esquema 15. Rota de sintese para obten¢io do Composto 4 a partir de Cloreto de Acido.
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Fonte: do autor.

Inicialmente o acido carboxilico C foi transformado no cloreto de acido a partir da
rea¢do com cloreto de oxalila em tolueno anidro e DMF como catalisador. Posteriormente, o
cloreto de acido foi adicionado a uma mistura de Azure A e trietilamina em DMF. O meio
reacional foi deixado em agitag@o a temperatura ambiente por 24h e monitorada por CCD. Em
comparagdo a reagdo utilizando HOBt e EDC, as mudangas nas manchas da CCD referente a
reagdo com cloreto de acido foram mais perceptiveis, o que pode indicar a formagdo do

produto (Figura 36).

Figura 36. CCD apo6s 24h de reacdo de sintese do Composto 4 a temperatura ambiente a
partir do cloreto de acido. “MP” ¢ material de partida Azure A, “M” misto e “P” o possivel

produto. Eluente: DCM/metanol (9:1).

Fonte: do autor.
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Assim, para favorecer a maior formagdo de produto, a reacdo foi colocada em
aquecimento por 48h a 90°C e conferida por CCD. Nas primeiras 6h de aquecimento,
notou-se uma mudanca brusca nas manchas referente ao possivel produto. Nas ultimas 48h de
aquecimento, a CCD apresentou maior separacdo das manchas na mistura reacional (Figura

37).

Figura 37. CCD apo6s 6h (a) e apds 48h (b) de aquecimento da sintese do Composto 4 a partir
do cloreto de acido. “MP” ¢ material de partida Azure A, “M” misto ¢ “P” o possivel produto.

Eluente: DCM/metanol (9:1).

Fonte: do autor.

A fim de evitar a concentracdo do material em fase aquosa, optou-se pela secagem do
solvente ao invés da extracdo. Assim, foi feita uma nova CCD para observar o consumo de
acido, que foi utilizado em excesso, além de outra cromatografia utilizando de um eluente ja

utilizado para compostos fenotiazinicos (Figura 38) (KIERNAN, 2010).

Figura 38. A: CCD ap6s secagem do solvente da sintese do Composto 4 a partir do cloreto de
acido. “A” ¢ o FS, “MP” ¢ o 4cido, “M” misto entre 4cido e produto e “P” o possivel produto.
Eluente: DCM/metanol (9:1). B: CCD do material ap6ds secagem onde “MP” ¢ o Azure A, “M”
misto entre Azure A e produto e “P” o possivel produto. Eluente: n-butanol/acido

acético/agua (4:1:5).

Fonte: do autor.

71



Por meio da CCD da Figura 38, nota-se pouca presen¢a de acido no possivel produto,
0 que demonstra um progresso na reagdo. Além disso, na CCD com n-butanol/acido
acético/agua (4:1:5) houve o maior deslocamento da mancha referente ao possivel produto, o
que demonstra a presenca de um material menos polar em comparagao ao Azure A. Assim, o
material obtido foi caracterizado com RMN 'H.

Devido a pureza do Azure A utilizado nas sinteses ser em torno de 80%, a visualizagdo
do progresso da reagdo foi dificultada; além disso, a reatividade desse FS nao ¢ previsivel
nestas condigdes, visto que as impurezas sao corantes fenotiazinicos de estruturas quimicas
semelhantes, tais como Azure B, Azure C, entre outros (KIERNAN, 2010). Uma vez que o
RMN de 'H referente a Figura 39 se mostrou de complexa analise, ndo foi possivel visualizar
a formacao do produto almejado. Relativo as perspectivas futuras, serd feita uma viabilidade
do processo de purificagdo por meio de coluna com silica do produto obtido. Caso ndo seja
viavel, sera avaliado a purificagdo do azure A antes de realizar as novas tentativas de

amidacao.

Figura 39. RMN de 'H do produto da reagio via cloreto de acido para produgdo do Composto
4. (RMN de 'H, 400MHz, DMSO-d6).
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Fonte: do autor.
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5 CONCLUSAO

A RAM ¢ uma crescente preocupagdo mundial devido a capacidade de alguns
microrganismos, em especial as bactérias, de sofrerem mutagdes a partir da exposi¢do aos
antibioticos, o que acarreta no surgimento de bactérias MDR. A TFDA ¢ uma alternativa
frente a RAM, que tem como objetivo a inativa¢do de microrganismos por meio de um FS,
que, na presenca de luz, libera espécies reativas de oxigénio, resultando na morte celular.

Os compostos de fenotiazina, devido a sua natureza cationica, sdo 6timos candidatos a
FSs da TFDA, visto que bactérias possuem parede celular anionica; essa diferenga de cargas
resulta na atragdo eletrostatica entre membrana e FS, e consequentemente, na maior interagao
e acimulo da substancia no interior da célula. Porém, a presenca e superexpressiao de bombas
de efluxo na membrana desses microrganismos resulta na multirresisténcia aos farmacos, o
que resulta na diminuicao da fotoatividade.

Nesse estudo, foi proposto um hibrido a partir do Azure A e do inibidor da bomba de
efluxo NorA da S. aureus, a Capsaicina. As rotas de sintese para o composto foram avaliadas,
onde a eterificagdo do fragmento fenolico para posterior amidagdo do FS apresentou maior
quimiosseletividade, porém, a rota proposta para obtencdo do produto almejado ndo foi
adequada ou otimizada. Relativo as perspectivas futuras, deve-se estudar novas rotas e a
possibilidade de se usar um material de partida FS com maior pureza, para melhor

visualiza¢ao nas CCDs.
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