UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

LUAN CARVALHO MARTINS

Sintese, ensaios in vitro e estudos computacionais de aminoquinolinas
possiveis inibidoras da cruzaina e rodesaina

Belo Horizonte — MG

2016



Luan Carvalho Martins

Sintese, ensaios in vitro e estudos computacionais de
aminoquinolinas possiveis inibidoras da cruzaina e rodesaina

Dissertacdo, como requisito parcial, para obter o
grau de mestre em Ciéncias Farmacéuticas,
submetida ao Programa de Poés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal de Minas Gerais

Orientadora: Profa. Dra. Renata Barbosa de Oliveira

Coorientadora: Profa. Dra. Rafaela Salgado Ferreira

Belo Horizonte — MG

2016



AGRADECIMENTOS

Agradego, primeiramente, a minha amada esposa Di pelo carinho, pelo apoio, pela
paciéncia e por tantas outras coisas. Obrigado por me dar a for¢a e a vontade para

continuar todos os dias.
Agradego a meus pais € minhas irmas que sempre me apoiaram € me incentivaram.

A professora Renata, pela paciéncia, pela dedicacdo e por toda a orientagcao ao longo
destes dois anos. A professora Rafaela, pela paciéncia, pelo incentivo e pelo papel
fundamental neste trabalho. Ao professor Ricardo pela sabedoria. Ao professor Pedro

Pascutti por ter aberto as portas do laboratério e por toda a ajuda.

Aos amigos do Laboratério de Quimica Farmacéutica pela companhia, pela solicitude,
pelo café e pela ciéncia. Saulo, Marcela, Bruno, Stefania, Raquel, Mara, Lucas, Dayara,

Aline, Vitor, Flaviano e Renata, obrigado a todos vocés.

Aos amigos dos PPG em Bioquimica e PPG em Bioinformatica Elany, Viviane, Rafael,
Moema, Lucas e Francielly pela companhia, pela ajuda, pelas ideias e pelos bons
momentos. Agradeco, especialmente, a Glaécia pela amizade e pela ajuda em tantos

momentos.

Aos amigos do Laboratorio de Modelagem e Dinamica Molecular da UFRJ que me
receberam de bracos abertos: Tacio, Priscila, Diego, Dani, Reinaldo, Rosemberg e
Laura. Agradeco, especialmente, ao Pedro Torres por ter me orientado diretamente e

contribuido tanto para este trabalho.

Finalmente, agradeg¢o aos amigos que, de longe ou perto, me apoiaram: Erica, Kamila,

Erick, Caio, André, Gustavo, Lucas, Halley, Eliezer, Patricia, Nicole.



RESUMO

Este estudo relata a sintese, estudos in vitro e computacionais de aminoquinolinas
potenciais inibidoras das enzimas cruzaina e rodesaina com possivel atividade
tripanossomicida. A doenca de Chagas, cujo agente etiologico € o Tripanossoma cruzi,
afeta cerca de oito milhdes de pessoas em todo o mundo. A tripanossomiase africana
humana, cujo agente etioldgico € o Tripanossoma brucei, ¢ um grave problema de satde
publica na Africa. A quimioterapia atualmente disponivel para estas doengas apresenta
eficiéncia limitada e toxicidade significativa. As cisteino proteases cruzaina e rodesaina,
principais proteases do 7. cruzi e T. brucei, respectivamente, sdo alvos farmacologicos
validados. Uma série de possiveis inibidores da cruzaina e da rodesaina foram
planejados com base em protétipo inibidor da cruzaina (Clso = 2,5 uM) da classe das
indol-pirimidinas. As substincias sintetizadas possuem um grupo 7-cloro-4-amino-
quinolina e variagdes no comprimento, basicidade e substituintes das cadeias laterais
foram exploradas. Dezesseis substancias foram obtidas utilizando moétodos eficientes
com rendimentos variando de 16% a 99%. Os ensaios enzimaticos demonstraram que os
compostos desta série inibem a cruzaina com Clsy de até 13,2 uM e a rodesaina com
Clso de até 33,3 uM. O modo de inibicdo da substancia mais potente contra a cruzaina
foi determinado como competitivo. Foi avaliada também a atividade tripanossomicida
da série contra formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi e a citotoxicidade sobre
fibroblastos ndo infectados. Foram identificadas trés substancias com Clsy menor do que
50 uM, porém com baixo indice de seletividade. Estudos de ancoragem molecular
utilizando estruturas cristalograficas da cruzaina e rodesaina foram realizados. Os
resultados de ancoragem na cruzaina sugerem que o anel quinolinico pode ocupar o
subsitio hidrofobico S2 e a cadeia lateral, mais flexivel, pode interagir com residuos dos
subsitios S3 ou S1°. Estudos de dindmica molecular foram conduzidos e sugerem que o
modo de ligagdo da substidncia mais potente contra a cruzaina pode ser dissimilar ao
modo de ligacdo de ligantes cristalograficos possuindo grupos semelhantes. Os
resultados sugerem que aminoquinolinas podem ser promissoras na busca por inibidores

da cruzaina e rodesaina.

Palavras chave: cruzaina, rodesaina, aminoquinolinas, ancoragem molecular, dindmica

molecular



ABSTRACT

In this work a series of aminoquinolines, potential inhibitors of cruzain and rhodesain,
was synthesized, evaluated on in vitro assays and studied by in silico methods. Chagas
disease is caused by Tripanossoma cruzi and about 8 million are estimated to be
infected worldwide. Human African trypanosomiasis caused by Tripanossoma brucei is
a major health problem in Africa. Current drugs used in treatment of both diseases
shows high toxicity and low efficacy. Cysteine proteases cruzain and rhodesain, major
proteases of 7. cruzi and T. brucei respectively, are validated drug targets. A series of
potential inhibitors of cruzain and rhodesain was planned based on a lead indole-
pyrimidine cruzain inhibitor (ICso = 2.5 uM). The synthesized series contains a 7-
chloro-4-aminoquinoline motif and various side chain lengths and basicity was
explored. Sixteen compounds were prepared employing straightforward procedures with
yields from 16% to 99%. Enzymatic assays showed that this series inhibited cruzain
with Clso as low as 13,2 uM and rhodesain with ICsy as low as 33,3 uM. The most
potent cruzain inhibitor, aminoquinoline 20b, was found to be a competitive inhibitor.
The activity of the compounds was evaluated in vitro against intracellular amastigotes
T. cruzi and cytotoxicity on the normal fibroblast was evaluated. Among the compounds
evaluated, three of them showed an ICsy lower than 50 uM, however low selectivity
indexes were found. Docking studies against crystallographic structures of cruzain and
rhodesain were conducted. The results of these studies suggest that the quinoline moiety
can occupy the S2 pocket while the more flexible side chain can explore either S3 or
S1’ pockets. In order to gain further insight on binding mode of the aminoquinoline
20b, molecular dynamics were performed. The analysis of results suggests that the
binding mode of this coumpound may differ from crystallographic binding modes of
ligands containg similar groups. The results as a whole show that aminoquinolines may

be a promising class in further investigations of cruzain and rhodeain inhibitors.

Keywords: cruzain, rhodesain, aminoquinolines, docking, molecular dynamics
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1 INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ¢ uma parasitose causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi, da classe Kinetoplastida. Esta classe apresenta uma estrutura unica, o cineplasto:
uma estrutura de k-DNA, contendo entre 20% e 25% do total de DNA da célula (DIAS,
J. C. P.; COURA, 2012). Esta estrutura codifica, basicamente, proteinas mitocondriais e
possui um sistema complexo de regulacdo e modificacdes pds-transcricionais (LUKES
et al., 2002). A principal forma de transmissdao da doenca ¢ vetorial, pela picada de

insetos da subfamilia Triatominae, conhecidos popularmente como barbeiro.

O protozoario T. cruzi possui trés formas em seu ciclo de vida. Na regido anterior do
intestino do vetor estdo presentes as formas epimastigotas, com formato fusiforme,
presenca de flagelo e membrana ondulante e cinetoplasto proximo ao nucleo. Quando o
parasito chega a por¢ao final do intestino se converte em formas tripomastigotas
metaciclicas, ndo replicantes, com formato alongado, membrana e flagelo presentes e
cinetoplasto na regido posterior da célula. Esta forma possui grande motilidade e ¢
infectante para humanos. Uma vez na corrente sanguinea humana as formas
tripomastigodas invadem células e se convertem em amastigotas, sem flagelo ou
membrana ondulante e de formato globular. Nenhuma das formas do parasito parece

afetar o vetor.

O ciclo de vida do parasito inicia-se pela picada do inseto que deposita fezes
contaminadas com o parasito na superficie da pele do hospedeiro. Na corrente
sanguinea, as formas tripomastigotas invadem prontamente células do sistema
fagocitario mononuclear, células nervosas e musculares, porém todas as células
nucleadas sdo alvos potenciais de invasdao na fase aguda (RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010). A invasao da cé€lula pelo parasito ocorre via fusdo de lisossomos ou por
invagina¢do direta da membrana no sitio de ligacdo do parasito. No primeiro caso
acredita-se que ocorra a migragao de lisossomos para o ponto de invasdo do parasito por
mecanismo sinalizado por Ca>" ¢ dependente de microtibulos. No segundo caso, ainda
que a invasdo em si seja independente de lisossomos, acredita-se que a fusdo de

lisossomos e acidificacdo do vactiolo sejam fundamentais para uma infec¢ao produtiva
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(EPTING; COATES; ENGMAN, 2010). Dentro do lisossomo, o parasito sofre
conversdao para a forma amastigota, com a perda do flagelo e membrana ondulante e
adquirindo formato globular. Esta forma de baixa motilidade se multiplica até ocupar
completamente a célula hospedeira. Neste momento, o protozoario converte-se

novamente em tripomastigota, causa lise da célula e cai na corrente sanguinea (Figura

1.1).

Figura 1.1 — Ciclo de vida o Trypanosoma cruzi.
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Fonte: adaptado de Centers for Disease Control and Prevention. Disponivel em
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology. html

A doenga de Chagas se manifesta em trés fases clinicas: fase aguda, fase indefinida e
fase cronica. A manifestacdo aguda se inicia ap6s a infec¢do e dura algumas semanas,
sendo caracterizada por alta parasitemia, quadro clinico de curta duragdo e reacdes
inflamatoérias agudas no local da picada, conhecida como Chagoma (DIAS, 1984). Esta
fase ¢ assintomatica ou apresenta quadro clinico leve de febre, mal estar e
linfoadenopatia. A gravidade relativamente baixa dos sintomas da fase aguda parece
derivada da resposta imune celular e humoral. Em alguns individuos — especialmente
criancas — se instala um quadro agudo de hepatoesplenomegalia, meningocefalite e
miocardite (HABERLAND et al., 2013). A fase aguda apresenta 5% a 10% de taxa de
letalidade, sendo que tal quadro ¢ responsavel pela maioria dos 6bitos (PRATA, 2001).
Com o tempo, a eficacia da resposta imune ¢ reduzida. Estudos indicam que mediadores

e mecanismos do parasito, redugdo autolimitada da resposta imune ou uma combinagao
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de ambos sdo determinantes para a ndo erradicacdo dos tripanossomas € consequente
evolucdo da doenga ou para a fase cronica ou para a fase indefinida (DUTRA;

GOLLOB, 2008).

A fase indefinida ¢ assintomatica e ocorre em 70% dos pacientes. Nestes individuos
testes sorologicos e parasitologicos indicam a presenga do parasito, porém
manifestagdes clinicas ndo sdo observadas. Alteracdes no eletrocardiograma foram
relatadas por lanni e colaboradores (2001) em 21% de 160 pacientes avaliados ao longo
de 15 anos com a forma indefinida da doenca de Chagas . Este resultado, segundo os
autores, pode estar superestimado por alteracdes nao relacionadas a doenga (IANNI et
al., 2001). Miocardite focal, discreta ¢ disseminada foi observada em modelos caninos
(SCALABRINI ef al., 1996) e em humanos (LOPES; CHAPADEIRO, 1983). Embora
ainda haja controvérsia sobre os efeitos dos achados histopatologicos sobre a
funcionalidade do musculo cardiaco (ANDRADE, 2007), a sobrevida elevada e bom
progndstico sdo bem estabelecidos. Entretanto, em 30% dos pacientes que se encontram

nessa fase, ocorre evolugdo para uma forma cardiaca leve com bom prognostico.

A evolugdo para a fase cronica da doenga ocorre em 30% dos pacientes e, ao longo de
décadas, pode afetar gravemente o coracdo (90% dos casos) ou produzir desordens
gastrointestinais ou sintomas neurologicos (10% dos casos), sendo que mais de uma
complicacdo pode ser observada em um mesmo paciente. As manifestagdes cardiacas
incluem miocardite cronica, eventos tromboembolicos, insuficiéncia cardiaca
congestiva e infarto subito do miocardio. Arritmias, dilatagdo das camaras, fibrose e
presenca de infiltrado inflamatério também sdo observados. As manifestagdes
gastrointestinais sdo principalmente megaesdfago, megacdlon, megaestdmago e
megajejuno. Desnutri¢ao, refluxo, dificuldade de deglutir, constipacdo e dores
abdominais sdo os sintomas mais caracteristicos. As manifestacdes neuroldgicas no
sistema nervoso central sdo mal estabelecidas. Cerca de 20% dos pacientes cronicos
apresentam alteragdes no eletroencefalograma e atrofia e lesdes na substancia branca
cerebral também ja foram verificadas. As alteragdes periféricas observadas incluem
parestesia, reducao de reflexos de contragdo, neuropatia periférica com perda de
mieliniza¢do e perda axonal. A combinagao das lesdes agudas e cronicas determinam
uma prevaléncia de lesdes cardiacas, nervosas ou digestivas em 20 a 30 % dos pacientes

infectados.
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Estratégias de controle/eliminacdo da doenca de Chagas (Iniciativa do Cone Sul de
1991, Iniciativa do Pacto Andino de 1997 e Iniciativa da América Central de 1999)
foram responsadveis pela expressiva redu¢do de novos casos. Esses esfor¢os foram
focados no controle do vetor e na obrigatoriedade de testes em bancos de sangue.
Efetivamente, Uruguai desde 1997, Chile desde 1999 e Brasil desde 2006 estao livres da
transmissdo da doenga de Chagas pelo Triatoma infestans. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estima-se a ocorréncia de 12.500 6bitos e
41.200 novos casos em 2006 na América Latina, o que representa uma reducao
substancial em relacdo aos dados de 1990 (700.000 novos casos ¢ 50.000 6bitos)
(Tabela 1.1) (WHO, 2007).

Tabela 1.1 — Comparagdo dos parametros epidemioldgicos da Doenga de Chagas de
1990 a 2006. Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude, Reporte del grupo de trabajo
cientifico sobre la enfermedad de Chagas (WHO, 2007)

ep;‘zz:.’;f;,; Y 1990 2000 2006
Mortes anuais Mais de 45.000 21.000 12.500
Populacao infectada 30 milhdes 18 milhdes 15 milhdes
Novos casos anuais 700.000 200.000 41.200
Populagido em risco 100 milhdes 40 milhdes 28 milhoes

Numero de paises 21 21 21

A redugao da transmissao vetorial em areas endémicas veio, entretanto, acompanhada
de um aumento da complexidade epidemioldgica da doenga de Chagas. A transmissao
congénita e oral, por ingestdo de alimentos contaminados, tornou-se mais importante.
Em um estudo de 2009 foi verificada a prevaléncia da doenga de Chagas em 0,5 % das
gravidas em Minas Gerais (GONTIJO et al., 2009). Nos Estados Unidos estima-se que
hajam cerca de 300.000 individuos infectados, em sua maioria imigrantes da América
Latina. Na Espanha estudos sugerem a existéncia de 47.738 a 67.423 infectados
(GASCON; BERN; PINAZO, 2010). Em boa parte da Europa, Canadd, Japao e
Austrélia a doenga de Chagas ja ¢ um problema de saude publica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012).

Com relacdo ao arsenal terapéutico, nifurtimox e benznidazol (Figura 1.2) sdo os dois

unicos farmacos disponiveis para o tratamento de pacientes com doenca de Chagas.
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Ambos sdo indicados na fase aguda da doenga, em infec¢ao reativada e apos infeccao
congénita. Entretanto, algumas variantes do 7. cruzi podem apresentar resisténcia a
estes farmacos, de forma que somente 50% dos pacientes respondem ao tratamento

(HABERLAND et al., 2013).

Figura 1.2 — Estrutura quimica dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol.
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O nifurtimox ¢ rapidamente absorvido por via oral e metabolizado extensamente no
figado. A concentracdo plasmadtica do farmaco atinge seu maximo em 1 hora e a meia
vida ¢ de 3 horas. O mecanismo de agdo ¢ via reducdo do grupo nitro a anion nitro
radical que reage rapidamente produzindo metabolitos altamente toxicos (perdxidos,
superoxidos). O 7. cruzi ¢ mais sensivel ao estresse oxidativo do que células de
vertebrados, devido a deficiéncia parcial de sistemas celulares de neutralizacdo de
radicais livres (BERN et al, 2007). Este farmaco, entretanto, apresenta segurancga
limitada. Os efeitos adversos mais frequentes sdo anorexia, perda de peso, alteragdes
mentais, sonoléncia, excitabilidade, nausea, vOmitos, colica e diarreia (COURA;
CASTRO, 2002). A eficacia do tratamento ¢ varidvel. No estdgio agudo da doenca,
Nifurtimox reduz a severidade e duragdo dos sintomas e, possivelmente, a mortalidade
(RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Cura parasitologica ocorre em 70 % dos

casos. Atualmente o nifurtimox nao esta disponivel no Brasil.

O benznidazol ¢ também bem absorvido por via oral, tem meia vida de cerca de 12
horas e ¢ eliminado principalmente por via renal (BERN et al, 2007). O principal
mecanismo de agdo do benznidazol parece ndo estar relacionado ao estresse oxidativo
(DOCAMPO, 1990) ainda que tenha sido relatada a capacidade deste farmaco de
produzir estresse oxidativo em hepatocitos (PEDROSA et al., 2001). Seu mecanismo de
acdo ainda ndo estd totalmente elucidado. O benznidazol pode agir via formagdo de

radicais livres e metabolitos eletrofilicos que seriam gerados pela redugdo enzimatica de
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seu grupo nitro (Figura 1.2). Acredita-se que metabolitos reduzidos do benznidazol
também possam se ligar & macromoléculas do parasito (RAJAO et al., 2014). O
benznidazol também provoca aumento da fagocitose, aumentando eficiéncia da resposta
imune contra o Trypanosoma por meio da indu¢do de produgdao de interferon-y e da

inibicao da NADH-fumarato redutase do 7. cruzi (OLIVEIRA et al., 2008).

Cerca de 30% dos pacientes apresentam efeitos adversos cutdneos e também
manifestam neuropatia dose dependente, geralmente reversivel, porém, lentamente.
Anorexia, perda de peso, nausea, vomitos, insonia ¢ disgeusia sao também relatadas. As
duas complicacdes mais sérias, entretanto, sdo agranulocitose e purpura
trombocitopénica (COURA; CASTRO, 2002). O tratamento com Benznidazol na fase
aguda produz cura parasitologica a longo prazo em 70% dos pacientes (RASSI; RASSI;
MARIN-NETO, 2010). Comparado ao nifurtimox, o benznidazol apresenta perfil de
seguranca ¢ eficacia superiores e tempo de tratamento menor (60 dias contra 90 dias),

que determinam o seu uso como primeira escolha terapéutica (BERN et al., 2007).

O BENFIT ¢ um estudo recente aleatdrio, controlado e duplo cego que avaliou a
eficacia e segurancga do farmaco benznidazol. Este estudo consistiu no acompanhamento
de 2.854 pacientes portadores da doenga de Chagas na fase cronicacom cardiomiopatia
desenvolvido entre 2004 e 2011 em cinco paises. O grupo teste (n=1.431) recebeu
benznidazol em periodo varidvel entre 40 e 80 dias e o grupo controle (n=1.423)
recebeu placebo. O estudo concluiu que o grupo submetido ao tratamento com o
farmaco teve redugdo dos parasitas na corrente sanguinea identificaveis por ensaio de
reacdo em cadeia da polimerase contra 0 DNA do cinetoplasto. Esta possivel redugdo da
parasitemia, entretanto, ndo produziu diferenca estatistica significativa na progressao

clinica cardiaca entre o grupo tratado e o grupo controle (MORILLO et al., 2015).

Tendo em vista as limitagdoes da quimioterapia atual de acordo com o exposto acima, a
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2012) afirma que a prioridade geral para a
pesquisa em doenca de Chagas deve ser a produ¢do de novos farmacos com tempo de
tratamento mais curto, menos efeitos adversos e o desenvolvimento de uma formulagao
farmacéutica pediatrica. A descoberta de farmacos ativos na fase cronica da doenga

também ¢é uma necessidade.
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Diversos centros, parcerias publico-privadas, e a propria Organizacdo Mundial da Satde
estdo trabalhando na busca de novos tratamentos para doenga de Chagas (MCKERROW
et al., 2009). E importante destacar que, dentre os avangos alcangados na busca por
novas alternativas terapéuticas, o sequenciamento do genoma do 7. cruzi (EL-SAYED,
2005) abre possibilidades de descoberta de novos alvos moleculares. As principais
tendéncias nesse sentido estdo sendo avaliadas por varios grupos de pesquisa
(BUCKNER; NAVABI, 2010; CROFT, 1999; DIAS, L. et al, 2009; RENSLO;
MCKERROW, 2006; URBINA, 2001).

1.2 Tripanossomiase Africana Humana

A Tripanossomiase Africana Humana (HAT), também conhecida como doenga do sono,
¢ causada pelo protozoario Trypanosoma brucei da mesma classe do 7. cruzi. Duas
subespécies morfologicamente indistinguiveis causam duas variantes da doenga em
humanos: 7. b. gambiense na Africa central e oeste, T. b. rhodesiense no oeste e sul do
continente africano. Uma terceira espécie, 7. brucei brucei, ndo infecta humanos. A
principal forma de transmissdo ¢ vetorial, por moscas do género Glossina, com mais de
30 espécies, porém o T. b. gambiense ¢ transmitido quase que exclusivamente por
apenas duas espécies: G. fuscipes s.l. e G. palpalis s.. (SOLANO; RAVEL; DE
MEEUS, 2010).

Diferente do Trypanossoma cruzi, T. brucei ¢ um parasito exclusivamente extracelular.
Apesar da grande mobilidade, possui um armadura de microtubulos que confere forma e
resisténcia a célula. O parasito possui um tUnico flagelo que ¢ inserido na porcao
posterior da célula, proximo ao cinetoplasto. No trato gastrointestinal superior das
moscas estdo presentes formas tripomastigotas pro-ciclicas que se dividem por fissdo e
mantém uma infec¢do no intestino do vetor. Apds no minimo trés dias de infeccao,
parte dos parasitos atravessa a barreira ectoperitrofica e migra pelo tubo digestivo até a
glandula salivar da mosca. Neste processo a célula do 7. brucei se torna mais alongada,
adquirindo mais motilidade, transformando-se nas formas epimastigotas, que migram
até a glandula salivar da mosca, onde estabelecem infeccdo e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas, uma forma nao replicativa, curta, de grande mobilidade e
infectante para humanos (OOI; BASTIN, 2013). Durante o repasto do inseto, estas

formas s3o injetadas no hospedeiro e migram para a corrente sanguinea, onde se
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diferenciam em tripomastigotas, que se multiplicam e alcancam outros fluidos do corpo,
como a linfa e liquido cefalorraquidiano (Figura 1.3). Os parasitos no sangue estdo
presentes em duas formas, uma alongada com flagelo livre, nticleo central e cinetoplasto
proximo a extremidade posterior da célula; outra compacta curta, geralmente sem

flagelo, com extremidades arredondadas.

Figura 1.3 — Ciclo de vida do Trypanosoma brucei.
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Fonte: adaptado de Centers for Disease Control and Prevention. Disponivel em
http://www.cdc.gov/parasites/sleepingsickness/biology.html

A Tripanossomiase Africana apresenta dois estdgios clinicos: um primeiro denominado
hemolitico, quando o parasita esta restrito ao sangue e linfa e outro dito
meningocefalico, quando o parasito atravessa a barreira hematoencefalica (BHC). Os
sintomas provocados pelo 7. b. rhodesiense, entretanto, se manifestam como uma febre
séptica aguda e nao ha separacao clara entre os estagios (MALVY; CHAPPUIS, 2011).
A infecgdo no sistema nervoso central em geral se estabelece entre trés semanas e dois
meses de infec¢do, com 80% dos casos fatais nos primeiros seis meses. A letalidade da
doenga tratada ¢ de 6% (ODIIT, KANSIIME; ENYARU, 1997). A maioria dos
pacientes desenvolve febre intermitente, resultado das ondas de invasao do sangue pelo
parasito (VINCENDEAU; BOUTEILLE, 2006). Os episodios de febre podem vir
acompanhados de cefaleia, dores musculares e nas articulagdes, anorexia, anemia e

hiperestesia. Linfoadenopatia, prurido e alteragdes do humor também sdo observadas.
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Em alguns pacientes uma lesdo com necrose ocorre no local da picada da mosca tsé-tsé.

No segundo estdgio os sintomas classicos apresentados pelos pacientes sdo insOnia
noturna e sonoléncia durante o dia. Novamente, na infec¢do pelo T. b. rhodesiense os
estagios nao sdo bem definidos. Alguns autores apontam que uma fragmentagdo dos
periodos de sono e disfungdo do ciclo circadiano sao mais comuns do que a inversao do
sono propriamente dita (KENNEDY, 2006). Outros sintomas observados sdo cefaleia,
parestesia, confusdo, alteracdo do humor e desordens mentais variadas. Na fase terminal
da doenca ocorre desmielinizacao ¢ atrofia do SNC causando disturbios de consciéncia,
deméncia e morte. Em algum ponto deste processo, lesdes irreversiveis se desenvolvem,
de forma que sequelas psiquidtricas e neurolodgicas sdo frequentes. Pacientes ndo

tratados evoluem para 6bito.

Entre 1896 a 1906 uma grande epidemia de HAT atingiu a Africa, especialmente
Uganda e Congo. Os impactos econdmicos deste evento levaram administradores
coloniais a financiar missdes cientificas e pesquisas visando investigar a epidemiologia
da doenga e a busca por farmacos para seu tratamento. Em 1901 e 1902 a relacdo entre
um tripanossomatideo e a doenca foi estabelecida. Em 1903 evidéncias conclusivas da
transmissdo da doenga por moscas Glossina foram encontradas e em 1905 o atoxyl
(Figura 1.4), uma organo arsénico, teve suas propriedades tripanossomicidas
descobertas e comegou a ser utilizado no tratamento da HAT (STEVERDING,
DIETMAR, 2008). De Raadt (2005), discutindo a histéria da HAT, ressalta que em um
intervalo de apenas quatro anos foram identificados o agente etioldgico, o vetor e o

primeiro farmaco (RAADT, 2005).

Figura 1.4 — Estrutura do atoxyl, primeira substancia identificada com atividade
tripanossomicida sobre o 7. brucei, utilizado em humanos a partir de 1905.
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Uma segunda epidemia na década de 1920 atingiu novamente o continente africano.

Combinando estratégias de saude publica e o uso da suramina (Figura 1.5) a epidemia
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foi controlada. A continuidade de acdes de vigilancia e uso de inseticidas para controle
do vetor praticamente interrompeu a transmissdo na década de 1960 (SIMARRO;
JANNIN; CATTAND, 2008). O enfraquecimento do controle, junto a deterioragdo dos
sistemas de saude de varios paises africanos, resultaram em um aumento no numero de
casos, levando a nova epidemia iniciada em 1970. Os esforgos de programas de controle
nacionais da Organiza¢gdo Mundial da Saiude e de organizagdes ndo governamentais
foram capazes de conter a doenca no final da década da 1990. Steverding (2008)
ressaltou o papel da eflornitina (Figura 1.5) na contengdo desta epidemia

(STEVERDING, DIETMAR, 2008).

Figura 1.5 — Estrutura dos farmacos disponiveis para tratamento da Tripanossomiase
Africana Humana
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Atualmente cinco farmacos estdo disponiveis para o tratamento da HAT (Figura 1.5).
Todos os tratamentos requerem administragdo por via parenteral, com posologia
complexa e necessidade de equipe treinada. Desde 2001 todos os medicamentos sdo
doados pelos fabricantes para a OMS como parte de um programa de controle e

erradicagdo da doenga (WHO, 2015).

A suramina, descoberta em 1920, ¢ o fArmaco de escolha para a primeira fase da doenga
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causada pelo 7. b. rhodesiense. O esquema de dose € complexo e o tratamento dura até
30 dias. Além dessas limitagdes, o farmaco ¢ instavel e requer diluicdo e aplicagdo
imediata (BRUN et al., 2010). O tratamento com esse firmaco pode resultar em
nefrotoxicidade, neuropatia periférica, agranulocitose e trombocitopenia, sendo todos
esses efeitos geralmente reversiveis. Reacdes de hipersensibilidade aguda e tardia

também podem ocorrer, porém mais raramente.

A pentamidina estd em uso contra o T. brucei desde a década de 1930. Este farmaco tem
a capacidade de ligar-se aos acidos nucléicos e provavelmente provoca a destrui¢ao do
cinetoplasto. Outros mecanismos provavelmente também sdo importantes, pois certas
cepas vidveis com cinetoplasto ausente sdo sensiveis a este farmaco. O acimulo seletivo
deste composto no citosol do parasito parece fundamental para a atividade (BAKER,
NICOLA et al., 2013). A pentamidina ndo atinge concentragdes efetivas no liquido
cefalorraquidiano, porém ¢ o tratamento de escolha para T. b. gambiense no primeiro

estagio da infecgao.

O melarsoprol, descoberto em 1949, ¢ um organoarsénico com toxicidade severa, porém
¢ a Unica alternativa terapéutica para tratamento da segunda fase da doenga provocada
tanto pelo T. b. rhodesiense quanto pelo T. b. gambiense em paises onde a eflornitina
ndo estd disponivel. Acredita-se que o metabdlito ativo seja o 6xido melarsénico, que ¢é
transportado ativamente pelo tripanossoma e reage irreversivelmente com a tripanotiona
(BAKER, NICOLA et al., 2013). Os efeitos adversos sdo severos, sendo comuns
prurido e erupgdes cutaneas. Neuropatia também ¢ relatada. O efeito mais relevante,
entretanto, ¢ a sindrome encefalopatica. A incidéncia deste efeito adverso varia entre 1,5
% e 28 %, com mortalidade média de 50 % (LUTIJE; SEIXAS; KENNEDY, 2013). O
melarsoprol € bastante lipofilico, insoltivel em agua e atravessa a BHC. A preparacgao,
estritamente parenteral, precisa ser feita utilizando propilenoglicol como veiculo, que ¢
irritante para os tecidos. Além disso, o indice de falha terapéutica chega a 30% (BRUN

etal., 2010; LUTJE; SEIXAS; KENNEDY, 2013).

A eflornitina, registrada para uso contra HAT em 1990, ¢ ativa contra o T. b. gambiense
na primeira e segunda fases da doenga, mas inativa contra T. b. rhodesiense. Este
farmaco ¢ um inibidor especifico irreversivel da ornitina descarboxilase, enzima da via

sintética das poliaminas. Apresenta um perfil de seguranca melhor quando comparado
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ao melarsoprol, sendo que as reacdes adversas mais comuns sdo anemia, leucopenia,
sintomas gastrointestinais e, mais raramente, convulsdes. Um esquema de tratamento
com combinacdo de eflornitina e nifurtimox desenvolvido em 2009, permitiu uma
redu¢do da duracdo do tratamento e simplificacdo do esquema posologico. Esta
combinagdo ¢ a primeira escolha para o tratamento da forma gambiense, segundo

recomendagao da OMS (WHO, 2015).

A organizagdo Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) foi fundada em 2003
com o objetivo de atender as necessidades dos pacientes portadores das doengas mais
negligenciadas. Trata-se de uma organizagdo de pesquisa e desenvolvimento
colaborativa, voltada para as necessidades dos pacientes e sem fins lucrativos. Baseado
na discussdo com vdrias partes interessadas do desenvolvimento de novas terapias para
a HAT, esta organizacao delineou um Perfil de Produto Alvo, incluindo as
caracteristicas ideais e aceitdveis para um novo fairmaco para tratamento desta doenga.
Neste documento propde-se como ideal uma formulagdo oral, eficaz contra ambas as
formas da HAT, que ndo requeira hospitalizacdo para o tratamento e com eficacia
clinica de ao menos 95% (DRUGS FOR NEGLETED DISEASES INITIATIVE,
2014a).

1.3 Cisteino-protease cruzaina como alvo no desenvolvimento de novos farmacos

para tratamento da doenc¢a de Chagas

Proteases sdo um grupo de enzimas que catalisam a hidrélise de ligacdes peptidicas,
regulando variadas vias bioquimicas. No 7. cruzi a protease mais relevante € a cruzaina,
uma catepsina L, associada a imunoevasdo, invasdo celular e crescimento do parasito

(SAJID; MCKERROW, 2002).

Originalmente o nome catepsina foi utilizado para designar proteases ativas em meio
levemente acido, em geral presentes nos lisossomos. Atualmente se sabe que esta
familia de proteinas esta presente em diferentes compartimentos e tem papel de
regulacdo e sinalizacdo em grande ntimero de processos bioldgicos (TURK et al., 2012).
As proteases sao subdivididas com base nos residuos cataliticos, sendo as catepsinas B e
L cisteino-proteases. Nas cisteino-proteases o ataque nucleofilico que leva a hidrolise da

ligacdo peptidica ¢ executado por uma cisteina.



34

O grupo tiol da cisteina, quando neutro, ¢ um nucledfilo mais fraco quando comparado
a sua forma ionizada. A proposta mais aceita atuamente envolve a tranferéncia de um
proton da cisteina para a histidina da triade catalitica, formando um par idnico tiolato—
imidazol protonado. Um terceiro aminodcido, uma asparagina ou aspartato, estabelece
uma interacao de hidrogénio com a histidina, estabilizando a conformacao catalitica e a
carga sobre o anel imidazolico (POLGAR, 2013; SAJID; MCKERROW, 2002). Na
Figura 1.6 esta representado esquematicamente a proposta do mecanismo de hidrolise

catalisado por uma cisteino-protease, ressaltando o par i6nico.
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Figura 1.6 — Proposta do mecanismo de hidrolise de uma ligacdo peptidica catalisada
por uma cisteino-protease
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A superficie das proteases apresenta regides de identificacdo das cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos do substrato, o que confere especificidade. As regides da
proteina que interagem com a cadeia lateral dos residuos do peptideo hidrolisado
durante a catalise foram nomeadas subsitios. Os subsitios sdo numerados S3, S2, S1,
S1°, S2° e assim sucessivamente. A clivagem ocorre sempre entre S1 e S1’ e os

subsitios sao numerados em sequéncia (Figura 1.7).
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Esta nomenclatura foi proposta por Schechter e Berger (SCHECHTER; BERGER,
1967) e indica a complementariedade dos residuos do substrato em relacdo ao sitio
ativo. No substrato os residuos sao nomeados P1, P2, P3, P1’, P2’ ¢ assim
sucessivamente. A clivagem ocorre entre os residuos P1 e P1’, gerando um novo C-

terminal no residuo P1 € um novo N-terminal no residuo P1°.

Figura 1.7 — (a) Representacao da nomenclatura dos subsitios da cruzaina e dos
residuos complementares do substrato; (b) Representacdo dos subsitios em uma proteina
da familia da papaina
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Fonte: (a) elaborado pelo autor, baseado em Schechter e Berger (1967); (b) adaptado de Turk e
colaboradores (2012), artigo sob licenga aberta CC BY-NC-ND 3.0

A localizagdo celular da cruzaina varia ao longo do ciclo de vida do parasito. Na forma
amastigota a cruzaina € expressa na superficie da célula, enquanto em epimastigotas ¢
encontrada nos reservossomos (HUETE-PEREZ et al, 1999). A producio de
organismos knockout, mutantes incapazes de expressar uma proteina de interesse, ¢ um
método importante para validagdo de um alvo farmacoldgico. Até o momento cepas
knockout para cruzaina nao se mostraram viaveis. Entretanto, estudos t€ém demonstrado
que parasitos expressando menos de 1% da atividade de protease ndo sdo capazes de
infectar camundongos imunocompetentes, porém o fizeram em modelos murinos
knockout para o gene RAG 1 (MCKERROW et al, 2009). Estes animais sdo
severamente imunodeficientes, uma vez que RAGI ¢ necessario para a recombinagao
somatica e sua delecdo leva a incapacidade de produzir linfocitos T e B maduros

(MOMBAERTS et al., 1992).

Diversos grupos realizaram estudos buscando estabelecer a importancida da cruzaina

como alvo farmacologico assim como as fung¢des desta enzima na infec¢ao pelo 7.
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cruzi. Tomas, Miles e Kelly, em estudo de 1997, demonstraram que o aumento da
expressdo da cruzaina eleva a metaciclogénese, aumentando a formacdo de
tripomastigotas metaciclicas a partir de epimastigotas in vitro. Entretanto, as cepas
transformadas com expressao aumentada de cruzaina ndo apresentaram modificagdo na
parasitemia ou letalidade em modelos murinos (TOMAS; MILES; KELLY, 1997).
Duschak e colaboradores (2001) avaliaram a atividade enzimética da cruzaina expressa
em trés pares de cepas de 7. cruzi. Cada par utilizado no estudo era composto por uma
variante infectante para camundongos e uma variante nao infectante, ambas decendentes
de uma cultura ancestral comum. O estudo concluiu que as cepas nao infectantes
possuiam atividade e expressdo de cruzaina reduzidas (DUSCHAK et al., 2001). Estes
dois resultados sugerem que a cruzaina ¢ necessdria para o ciclo do parasito e para a

infectividade das formas extracelulares.

A possibilidade de uso de inibidores da cruzaina como protdtipos de farmacos foi
inicialmente explorada por Ashall e colaboradores (1990), que demonstratam que
fluorometil-cetonas, capazes de inibir a atividade da cruzaina, sdo letais contra formas
tripomastigotas de 7. cruzi (ASHALL; ANGLIKER; SHAW, 1990). Em 1992,
Meirelles e colaboradores avaliaram inibidores diazometil-peptideos da cruzaina em
culturas de miocitos infectados com 7. cruzi e contra parasitos livres. Os autores
observaram a capacidade destas substincias de reduzirem a infectividade das formas
extracelulares e efeitos tripanossomicidas sobre formas extra e intracelulares
(MEIRELLES et al., 1992). A cura de modelos murinos foi primeiramente relatada por
Engel e colaboradores (1998). Neste estudo os autores avaliaram diferentes inibidores
irreversiveis da cruzaina em ensaios in vitro em macroéfagos e modelos murinos
infectados com 7. cruzi (ENGEL et al., 1998). Os resultados deste estudo demonstraram
a capacidade de inibidores da cruzaina de atingir as formas amastigotas intracelulares,

reduzirem a parasitemia e induzirem cura nos modelos estudados.

Os efeitos de inibidores da cruzaina sobre as manifestacdes clinicas da doenca de
Chagas foram estudados por Barr e colaboradores (2005). Neste estudo os autores
avaliaram as efeitos da administracdo oral da vinilsulfona K777 (Figura 1.8), um
inibidor irreversivel da cruzaina, sobre cdes infectados com 7. cruzi. Uma dose de 50
mg/kg a cada 12 horas por 14 dias produziu melhora em indicadores de dano cardiaco e

reducdo na lesdo evidenciada em analise histopatoldgica (BARR et al., 2005).
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Figura 1.8 — Estrutura da vinilsulfona K11777 ou K777

K777

Estes resultados, analisados em conjunto, indicam que a cruzaina ¢ um alvo terapéutico

para pesquisa de novas substancias com potencial tripanossomicida.

A identificacdo e elucidagao da estrutura cristalografica da cruzaina foi um avanco
importante para o planejamento de inibidores dessa enzima (MCGRATH et al., 1995).
A cruzaina ¢ uma catepsina L similar a papaina, cujo dominio catalitico ¢ composto por
uma cadeia polipeptidica com 215 residuos de aminoacidos. As catepsinas apresentam
duas subunidades: L, com predominio de a-hélices, ¢ R, com extensas folhas-3
antiparalelas.O sitio ativo se encontra na cavidade entre as duas subunidades. A triade
catalitica é composta por trés residuos: cisteina 25, histidina 162 e asparagina 182, com
evidéncias da formacdo de um par i6nico tiolato-imidazol protonado entre Cys25 e
His162, conforme ja ilustrado na Figura 1.6. Asnl82 participa de uma interacdo de

hidrogénio com o imidazol protonado de His162, estabilizando a carga deste residuo.

O subsitio S2, fundamental para a especificidade em relagdo aos substratos, apresenta a
capacidade de acomodar tanto residuos hidrofébicos quanto basicos, aceitando tanto
Arg quanto Leu ou Phe. O banco de dados MEROPS retne informagdes relativas a
especificidade de substratos para um grande numero de proteases. A ordem de
especificidade anotada neste banco de dados para o sitio S2 da cruzaina ¢
Leu>Phe>Val>Tyr, indicando uma preferéncia por residuos hidrofébicos. A cruzaina
hidrolisa um substrato contendo Phe em P2 com velocidade 15 vezes maior em

comparacao ao mesmo peptidio com Arg em P2 (MCGRATH et al., 1995).
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O residuo Glu-208, na base de S2, ¢ fundamental para a possibilidade de interacdo com
grupos de diferentes naturezas. Quando um grupo com possibilidade de realizar uma
interagdo de hidrogénio ocupa o subsitio S2, Glu-208 pode interagir com tal grupo e
girar para dentro do bolsdo. Quando um grupo hidrofébico ocupa a mesma posicao,
Glu-208 pode sofrer uma mudanga conformacional para fora de S2 e interagir com
moléculas de solvente (GILLMOR, S. A; CRAIK; FLETTERICK, 1997). Entretanto,
em algumas estruturas cristalograficas nas quais a cruzaina foi cocristalizada com
ligantes apresentando grupos hidrofobicos em S2 este padrao nao ¢ observado. Glu208
aparece direcionado para o interior da proteina, mesmo sem interagir com grupos do
ligante. As estruturas cristalograficas depositadas no PDB sob cédigos 20Z2 (KERR et
al., 2009) e 3KKU (FERREIRA et al., 2010) sdo exemplos deste caso.

1.4 Cisteino-protease rodesaina como alvo no desenvolvimento de novos farmacos

para tratamento da Tripanossomiase Africana Humana

O T. brucei rhodesiense expressa duas proteases principais: em maior quantidade a
TbCatL, uma catepsina L conhecida como rodesaina; em menor quantidade, porém

essencial, a TbCatB, uma catepsina B.

A rodesaina e a TbCatB sao cisteino-proteases com alta similaridade estrutural. Ambas
possuem a mesma triade catalitica e um sitio ativo similar (KERR et al., 2010). A
caracteristica Unica das catepsinas B ¢ a presenca de um loop de oclusdo: uma estrutura
movel que pode interagir com o sitio ativo modificando a atividade enzimatica. As
catepsinas B apresentam tanto atividade de endopeptidase quando de exopeptidase. No
primeiro caso o substrato parece interagir com a enzima com o /oop de oclusdo aberto,
permitindo ligagdo com todo o sitio ativo. No segundo caso, acredita-se que o loop de
oclusdo se fecha sobre o sitio, permitindo a ligacdo da extremidade C-teminal do

substrato e levando a clivagem do dipeptidio C-terminal (ILLY et al., 1997).

Atualmente ¢ aceito na literatura que a rodesaina ¢ a cisteino-protease alvo de inibidores
tripanossomicidas. Em 2008, Abdulla e colaboradores utilizaram a técnica de
Ribonucleic Acidinterference (RNA1) para silenciar seletivamente a TbCatL ou a
TbCatB. A reducgdo da expressao da rodesaina ndo foi capaz de induzir cura em animais

experimentais, entretanto a vida média foi prolongada e houve redugdo da capacidade
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do parasito de cruzar a BHC. A redugdo da expressdao da TbCatB, por outro lado,
produziu cura no mesmo modelo. Este resultado levou os autores a concluirem que a
TbCatB fosse o provavel alvo de pequenas moléculas inibidoras de proteases capazes de

induzir a cura em modelos experimentais (ABDULLA et al., 2008).

No entanto, em 2012, Steverding e colaboradores argumentaram que a técnica de RNAi
foi capaz de reduzir somente cerca de 60% da expressdo da rodesaina no estudo
realizado por Abdulla e colaboradores (2018) e que, portanto, os resultados ndo seriam
conclusivos. Para esclarecer essa questdo, o grupo de Steverding utilizou uma série de
inibidores seletivos para TbCatB e rodesaina e observou que a inibicdo completa de
TbCatB nao levou a morte dos parasitos in vitro. Ao contrario, a inibicdo completada
rodesaina teve efeito tripanossomicida. A inibi¢do parcial da atividade da rodesaina nao
apresentou este efeito. Portanto, a partir desses resultados foi sugerido que a rodesaina e
nao a TbCatB ¢ o alvo farmacologico de maior relevancia (STEVERDING, DIETMAR
etal.,2012).

A rodesaina foi cocristalizada e teve sua estrutura resolvida em 2008, entretanto ainda
nao foi relatada a cocristalizacdo com inibidor ndo covalente (KERR et al., 2009). A
rodesaina possui estrutura bastante similar a da cruzaina e seu dominio catalitico
também apresenta 215 residuos de aminoacidos, a mesma triade catalitica Cys-His-Asn
e o par idnico tiolato-imidazol protonado. Na Figura 1.9 estd apresentada a
sobreposicdo das estruturas cristalograficas da cruzaina e rodesaina, com destaque para

0 sitio ativo.
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Figura 1.9 — Sobreposi¢do das estruturas cristaligraficas da cruzaina (estrutura 3KKU)
e rodesaina (estrutura 2P86), em verde e ciano, respectivamente. O alinhamento foi
executado exclusivamente utilizando os carbonos a da proteina. Figura preparada com o
PyMOL.

1.5 Planejamento de inibidores das cisteino proteases cruzaina e rodesaina com
potencial tripanossomicida

Diversas pequenas moléculas inibidoras de cisteino proteases foram relatadas na
literatura. O mecanismo de agdo mais comum observado esta relacionado ao ataque do
residuo de Cys25 a algum centro eletrofilico do inibidor, levando a inibigao irreversivel

da enzima.

Varios inibidores dipeptidicos, andlogos ao substrato, apresentando um centro
eletrofilico, foram capazes de inibir irreversivelmente a atividade das enzimascruzaina e
rodesaina. Nestas moléculas o segmento peptidico ¢ necessario para o reconhecimento
do inibidor pela enzima, interagindo com os subsitios (STEVERDING, D; CAFFREY;
SAJID, 2006). Entretanto, o uso de peptideos como farmacos ¢ limitado pela baixa
biodisponibilidade oral destes substancias, em razao da presenca dediferentes proteases
ao longo do trato gastrointestinal capazes de hidrolisar ligagcdes peptidicas. Além disso,
peptideos atravessam membranas celulares em pequena extensdo devido a polaridade e,
para polipeptideos, devido ao peso molecular elevado. Mesmo a fracdo absorvida das

substancias com carater peptidico tem meia vida limitada, devido tanto a acdo de
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peptidases quanto a filtracdo glomerular (SILVA et al., 2002).

No intuito de superar as limitacdes dos inibidores peptidicos, a busca por substancias
nao peptidicas levou ao planejamento de varios prototipos. Em geral, estas susbstancias
apresentam um grupo eletrofilico que ¢ atacado pela Cys-25, levando a formagao de
uma ligagdo covalente e a inibigdo irreversivel da enzima. Entre os grupos eletrofilicos
explorados no planejamento de inibidores da cruzaina e rodesaina podem-se citar:
vinilsulfonas (BRYANT et al., 2009; ENGEL et al., 1998), hidrazinas (IFA et al., 2000;
ZANATTA et al, 2008), heretociclos triazolicos (BRAK et al, 2008),
tiossemiarbazonas (DU et al., 2002; FUJII et al, 2005; MALLARI et al., 2008) ¢
nitrilas (MOTT et al., 2010). Embora poucos inibidores ndo peptidicos tenham sido
testados em modelos animais, os resultados demonstram a capacidade destas
substancias em reduzir a parasitemia e indicam que este ¢ um campo aberto para mais

investigacdes (STEVERDING, D; CAFFREY; SAJID, 2006).

Possivelmente as vinilsulfonas foram a classe quimica mais explorada na busca por
inibidores da cruzaina.Um exemplo de candidato a novo farmaco para tratamento da
doenca de Chagas em estudos mais avancados ¢ a vinilsulfona K777 (Figura 1.8). Esta
substancia induziu cura em modelos murinos, tanto na fase aguda quanto na fase cronica
da doenca,na dose de 100 mg/kg/dia, por via intraperitoneal (ENGEL et al., 1998). A
dose de 50 mg/kg de K777 por via oral foi capaz de reduzir o dano cardiaco em caes
(BARR et al., 2005). Estudos de seguranca em animais foram conduzidos ¢ nenhuma
alteracdo no eletrocardiograma ou na fungdo respiratéria foram verificados (DRUGS
FOR NEGLETED DISEASES INITIATIVE, 2014b). Estudos clinicos serdo iniciados

em breve com esta substancia.

A classe das vinilsulfonas também foi explorada para o desenvolvimento de substancias
ativas contra 7. brucei. Bryant e colaboradores (2009) prepararam a vinilsulfona
peptideomimética 1 (Figura 1.10), a qual apresentou Clsy contra a cruzaina e a
rodesaina de 1 uM e 0,01 uM, respectivamente. A vinilsulfona 1 também foi testada
contra o parasito 7. brucei brucei in vitro, apresentando Clsy de 7 uM, demostrando,
assim, uma boa correlacdo entre a atividade contra a enzima e contra o parasito. Vale
ressaltar que esta substancia ndo apresentou citotoxicidade frente a linhagem de células

leucémicas Jurkat (BRYANT et al., 2009).
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Figura 1.10 — Estrutura da vinilsulfona 1, preparada por Bryant e colaboradores (2010)

Vinilsulfona 1

A classe das alcil-hidrazonas foi explorada como inibidores de cisteino proteases por Ifa
e colaboradores (2000). A partir de estudos computacionais e experimentais este grupo
investigou uma série de substancias com similaridade estrutural e atividades inibitdrias
muito diferentes frente a cruzaina. A Gnicasubstancia que apresentou atividade inibitoria
da série foi a alcil-hidrazona 2 (Figura 1.11). Acreditando que somente as diferencas
estruturais ndo poderiam explicar a diferenca de atividade, os autores recorreram a
métodos computacionais para avaliar a estrutura eletronica das substancias. Entretanto,
as propriedades eletronicas avaliadas, tais como a energia de transicilo HOMO-LUMO,
a carga parcial nos atomos e mapas de densidade eletronica, também ndo foram
suficientes para explicar a diferenca de atividade desta série. Como uma possivel
racionalizacdo para a atividade da substancia 2, os autores propuseram a formacdo de
um intermediario o-quinonometideo, extremamente reativo (Figura 1.11), capaz de
alquilar o residuo nucleofilico Cys25. Este intermediario tem propriedades eletronicas
que poderiam justificar a inibi¢do da atividade da cruzaina e somente a substincia 2 da

série estudada poderia gerar um intermediario o-quinonometideo (IFA et al., 2000).

Figura 1.11 — Proposta de formacao do intermediario o-quinonometideo por
tranferéncia de proton a partir da alcil-hidrazona 2
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Fonte: adaptado de Ifa e colaboradores (2000)

A classe das hidrazinas também foi explorada por Zanatta e colaboradores (2008). A
substancia 3 (Figura 1.12) foi a mais potente dentre a série de 27 hidrazinas preparadas
e testadas contra a enzima cruzaina, apresentando uma Clsy de 85 =7 uM. Os resultados
de modelagem molecular deste estudo sugerem que o anel trifluoropirimidinico deste
inibidor ocupe o bolsao S2, com o grupo hidrazina préximo a Cys25 e o anel cloro-

benzeno em S1’(ZANATTA et al., 2008).

Figura 1.12 — Estruturas quimicas de alguns inibidores nao peptidicos da cruzaina (3, 4,
5 ¢ 6) e rodesaina (6)
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A classe dos heterociclos triazélicos ¢ bastante empregada em quimica medicinal, em
razdo de sua facil acessibilidade sintética assim como da variedade de atividades
farmacolodgicas que apresentam (-H. ZHOU; WANG, 2012). O derivado triazélico 4 foi
preparado por Brak e colaboradores (2008) e demonstrou atividade contra a cruzaina.

Foi determinado que esta substancia ¢ um inibidor irreversivel da enzima com constante
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de inibicdo de segunda ordem de 147.000 s'M™. Os autores propde que a Cys25 ataque
o carbono a-carbonila deslocando o grupo 2,3,5,6-tetraflior-fenol. Adicionalmente,
testes contra 7. cruzi em cultura de macréfagos demonstraram a capacidade de 4 de

erradicar os parasitos sem apresentar citotoxicidade as células do hospedeiro (BRAK et

al., 2008).

A classe das tiosemicarbazonas foi uma das mais exploradas na busca por inibidores das
cisteino proteases cruzaina e rodesaina. A tiosemicarbazona 5 foi preparada por Du e
colaboradores (2002) em um dos primeiros trabalhos relatando o uso desta classe
quimica como inibidores covalentes reversiveis da cruzaina. Esta substancia apresentou
uma Clsy contra cruzaina de 100 nM,assim como atividade tripanossomicida in vitro
(DU et al., 2002). A classe das tiosemicarbazonas foi também explorada por Fujii e
colaboradores (2005) que prepararam, dentre outras, a substancia 6. A série sintetizada
em tal trabalho apresentou atividade contra cruzaina, rodesaina e falcipaina, sendo a
ultima uma cisteino-protease do Plasmodium  falciparum. A  substincia6
especificamente apresentou Clsy de 19 nM, 60 nM e 620 nM contra as trés enzimas,
respectivamente. Adicionalmente essa substancia foi capaz de inibir a proliferacao de 7.

cruzi e T. brucei in vitro (FUJI et al., 2005).

Tiossemicarbazonas com atividade tripanossomicida também foram preparadas por
Mallari e colaboradores (2008). Estes pesquisadores testaram uma série de substancias
contra as enzimas rodesaina e TbCatB e contra culturas de 7. brucei. A
tiossemicarbazona7 (Figura 1.13) apresentou Clsy contra rodesaina, TbCatB e parasito
de 0,046 uM, 6 uM e 1,1 uM, respectivamente. Neste estudo, os pesquisadores
observaram substancias inibidoras seletivas da rodesaina com fraca correlacao
estatistica entre esta inibi¢do e atividade tripanossomicida. A inibicdo da TbCatB, por
outro lado, ndo apresentou correlagdo com a atividade sobre o parasito (MALLARI et

al., 2008).
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Figura 1.13 — Estruturas quimicas de alguns inibidores ndo peptidicos da rodesaina (8 e
9) e cruzaina e rodesaina (7)

Tiosemicarbazona 7 Triazina 8 Purino-nitrila 9

Mott e colaboradores (2010) identificaram a triazina 8, ativa contra a rodesaina com
Clso na faixa de nanomolar (Figura 1.13), por triagem de alta performance. Esta
estrutura serviu como prototipo para a preparagdo de uma série ativa contra a cruzaina.
A purino-nitrila 9 (Figura 1.13) foi um dos compostos desta série eapresentou Cls, de
0,2 nM contra a cruzaina € menorque 6 nM contra a rodesaina. A substancia 9 também
apresentou atividade tripanossomicida (Clsp = 25 puM) e foi cocristalizada com a
cruzaina e depositada no RCSB PDB sob o codigo 3106. Esta estrutura cristalografica

evidencia a ligagcdo covalente entre Cys25 e o inibidor (MOTT et al., 2010).

A isoquinolina 10 (Figura 1.14) foi preparada por Micale e colaboradores (2009)
partindo de prototipos derivados de produtos naturais. A substancia 10 apresentou Cls
de 4,0 uM contra a rodesaina e 2,3 uM contra a falcipaina. O estudo determinou que a
inibicdo exercida ¢ do tipo reversivel contra ambas as enzimas. Entretanto, as
substancias preparadas apresentaram baixa seletividade frente a catepsinas humanas B e

K (MICALE et al., 2009).
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Figura 1.14 — Estruturas quimicas da substancia 10, inibidor reversivel da rodesaina, e
do Neql76, inibidor competitivo da cruzaina.
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Poucos inibidores competitivos da cruzaina foram relatados na literatura. Combinando
triagem virtual baseada em ligantes e na estrutura do alvo, Wiggers e colaboradores
(2010) chegaram a substancia Neql76 (Figura 1.14), inibidor competitivo da cruzaina
com Clsp de 68,5 uM. A cruzaina foi cocristalizada com esta substancia e teve sua
estrutura resolvida pelos autores e depositada no RCSB PDB sob o cédigo 4KLB. A
estrutura depositada confirma a auséncia de ligagdo covalente do inibidor com a
proteina. Adicionalmente, a estrutura cristalografica mostra que Neql176 se liga aos
bolsdes S2 e S3 da cruzaina, realizando interagdes de de hidrogénio com Ser61, Gly66,

Asp161 (WIGGERS et al., 2013).

A triazino-nitrila 11 (Figura 1.15) foi preparada por Ehmke e colaboradores (2011) e
apresentou atividade inibitoria contra rodesaina, com K; de 2 nM, e contra a falcipaina,
com K; de 1030 nM. O modo de inibi¢do foi determinado como competitivo contra
ambas as enzimas (EHMKE et al., 2011). A classe das triazino-nitrilas também foi
explorada por Mott e colaboradores (2010) no mesmo estudo que identificou a triazina 8
(Figura 1.13). Nesse estudo foram relatados resultados de triagem de alta performace
que levaram a identificagdo de 12 como um potencial inibidor de cisteino proteases.
Esta substancia apresentou Clsy de 0,07 uM contra a cruzaina e maior do que 10 uM
contra a rodesaina. Adicionalmente, estudo do modo de inibi¢do frente a esta enzima

demonstrou uma inibi¢ao competitiva (MOTT et al., 2010).
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Figura 1.15 — Estrutura quimica de triazino-nitrilas 11 e 12 inibidores competitivos da
rodesaina e cruzaina
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A substancia 13 (Figura 1.16) foi preparada por Lavrado e colaboradores (2012) em
uma série de analogos a um produto natural alcaldide. Esta substancia foi testada contra
cepas de T. brucei, contra a cruzaina, rodesaina e TbCatB e apresentou Clsy de 0,06 uM,
11 uM, 5 uM e 60 uM, respectivamente. Os autores, entretanto, ndo determinaram o
modo de inibi¢do de nenhuma das substancias da série. Neste estudo foi observada
correlagdo entre a inibi¢do da cruzaina e da rodesaina (r* = 0,90). (LAVRADO et al.,

2012).

Ferreira e colaboradores (2009) relatam a identificacdo da substancia 14 (Figura 1.16)
como um potencial inibidor para a cruzaina a partir de estudos de triagem virtual. O
modo de inibi¢ao de 14 foi determinado como competitivo, com K; de 32 uM contra a
cruzaina (FERREIRA et al., 2009). Esses mesmos pesquisadores (FERREIRA et al.,
2010), em um novo estudo computacional e experimental envolvendo a avaliacdo de
197.861 substancias por triagem de alta performance, identificaram um conjunto de
inibidores reversiveis, da classe das indolpirimidinas, apresentando Cls, de até¢ 0,3 uM.
A indolpirimidina 15 ¢ especialmente interessante, devido a relativa acessibilidade
sintética e peso molecular e alta constante de afinidade pela cruzaina (K; = 2 puM)

(Figura 1.16) (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 1.16 — Estrutura quimica da criptolepina 13, preparada por Lavrado e
colaboradores (2012), e de dois inibidores competitivos da cruzaina 14 e 15,
identificados por Ferreira e colaboradores (2009) e Ferreira e colaboradores (2010).
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Com base nos exemplos ilustrados, fica claro que o planejamento de inibidores para a
cruzaina e rodesaina ¢ uma estratégia promissora na busca por novos candidatos a
farmacos para o tratamento da doenca de Chagas e da HAT. Diferentes estudos também
mostram a viabilidade da busca combinada de substancias ativas contra estas enzimas
em uma mesma série sintética. A descoberta da classe das indolpirimidas como
inibidoras da cruzaina abre novas perspectivas para o desenvolvimento de analogos,
tendo em vista a escassez de inibidores competitivos relatados e a diversidade de
possiveis modificagdes a serem exploradas. A substancia 15, da classe das indol-

pirimidinas, foi escolhida como prototipo para os estudos realizados nesta dissertagao.
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2 PLANO DE SINTESE

A sintese de derivados da indol-pirimidina 15 (Figura 2.1) foi planejada utilizando a
estratégia de simplificagdo molecular. A substitui¢do do nucleo indol-pirimidinico de 15
por um grupo 4,7-dicloro-quinolina resulta na obten¢do de analogos mais acessiveis
sinteticamente, o que ¢ de grande interesse em quimica medicinal, principalmente
quando se trata de desenvolvimento de farmacos para doencas negligenciadas. A
variagdo do tamanho, basicidade e substituites da cadeia lateral permite explorar
possiveis interagdes na superficie da enzima e construir um esbogo de relacdo estrutura

atividade.

Figura 2.1 — Esquema do planejamento de possiveis inibidores da cruzaina partindo do
prototipo 15
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A sintese das substancias 16a a 21b foi planejada partindo da 4,7-dicloro-quinolina por
reagdo com o aminoalcool correspondente resultando na obten¢do dos derivados alcoodis
16a e 16b (Figura 2.2), que foram entao mesilados gerando as substancias 17a ¢ 17b. O
deslocamento do grupo metanosulfonato por azida de sodio resultou na formagao dos
derivados azido 18a ¢ 18b. A redug@o do grupo azida a amina em 18a e 18b originou as
substancias 19a e 19b. Alternativamente, o deslocamento do grupo metanosulfonato de

17a e 17b por diferentes aminas heterociclicas levou as substancias 20a, 21a e 21b.
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Figura 2.2 — Rota de sintese proposta para obtencao das substancias 16a a 21b
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A obtengdo das substancias 20b, 22, 23, 24 ¢ 25 foi realizada por reacdo direta da 4,7-

dicloro-quinolina com diferentes aminas (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — Rota de sintese proposta para obtencao das substancias 20b, 22, 23, 24 ¢
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3 OBJETIVOS

Objetivou-se neste trabalho o desenvolvimento de inibidores potenciais da cruzaina e
rodesaina,com atividade tripanossomicida, baseado na estrutura da indolpirimidina 15

(Figura 1.16). Para alcancar este objetivo geral, buscou-se, como objetivos especificos:

1. sintetizar uma série de analogos da arilpirimidina 15, substituindo o nucleo
indolpirimidinico por um anel quinolinico;

2. avaliar a capacidade das substincias sintetizadas em inibirem as enzimas
cruzaina e rodesaina em testes in vitro;

3. avaliar a atividade tripanossomicida das substancias sintetizadas em testes in
vitro contra forma amastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi;

4. avaliar a citotoxicidade das substancias sintetizadas em células nao infectadas e
calcular o indice de seletividade;

5. avaliar possiveis modos de ligagdo de cada uma das substincias sintetizadas
frente as enzimas por meio de estudos de ancoragem molecular;

6. avaliar a estabilidade dos complexos proteina-ligante e obter mais informacdes

sobre os possiveis modos de ligacao por meio de dinamicas moleculares.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Microquimica MQAPF 301 no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG e nao foram

corrigidas. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.

Os espectros na regido do infravermelho foram determinados em espectrometro FT-IR
Spectrum One Perkin Elmer no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia da UFMG. Os espectros na regido do infravermelho das substancias 20b e 25
foram determinados em espectrometro IRPrestige-21 Shimadzu no Laboratério de

Controle de Qualidade da Faculdade de Farmacia da UFMG.

Os espectros de RMN 'H, RMN "°C e sub-espectro DEPT-135 foram registrados em
aparelhos Bruker Avance DPX-200 e Bruker Avance DRX-400 no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolugdo — LAREMAR do Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel 60 G Merck® em
camadas de 0,25 mm de espessura sobre placas de vidro. Como reveladores utilizou-se
vapor de iodo, solu¢do etanolica de ninhidrina 0,3% p/v e solugdode sulfato de cério
IV 1% p/v, molibdato de amoénio 5% p/v em solucao de H,SO4 10% v/v. Para
cromatografia em coluna de silica (CCS) utilizou-se silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-
230 mesh) Merck®.

Para as reagoes utilizou-se solventes padrao analitico sem tratamento prévio.

4.1.1 Método geral para sintese da 7-cloro-4-(2-hidroxietilamino) quinolina (16a) € 7-

cloro-4-(3-hidroxipropilamino) quinolina (16b)
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A um baldao de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo e
fechado com tubo de CaCl,, foram adicionados um equivalente de 4,7-dicloroquinolina,
trés equivalentes do aminoalcool correspondente, 3 equivalentes de trietilamina (TEA) e
5 mL de etanol absoluto. A reagao foi mantida em banho de 6leo a 90 °C sob agitagao
magnética. O progresso da reagao foi monitorado por CCD (eluente: acetato de
etila/metanol 9:1; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento)
até evidéncia do consumo total do material de partida. Apds término da reacdo, foram
adicionados 50 mL de solucdo saturada de NaHCO3, sob banho de gelo e agitacdo. O
precipitado formado foi filtrado e lavado com solugdo saturada de NaHCO;. Adaptado

de Sashidhara e colaboradores (SASHIDHARA et al., 2012)

4.1.1.1 7-cloro-4-(2-hidroxietilamino) quinolina (16a)

OH

Seguindo o método geral descrito na se¢do 4.1.1 foram obtidos 558 mg (99% de

rendimento) de 16a, na forma de um s6lido branco, ap6s 10 horas de reagao.

FM: C11H11C1N20
MM: 222,67g/mol
FF:212,8 — 214,5 °C; FF lit.: 213 — 215 °C (MELATO et al., 2007)

IV (d/em™): 3306 (N-H); 3066 (sp° C-H); 2964, 2923 (sp’C-H); 1614, 1538 (sp’ C=C);
1334 (sp’ C-N); 1063 (C-O).



Tabela 4.1 - RMN de 'H de 16a (200 MHz, DMSO-ds)
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Atribuicao Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,34 1 Ji2=154
H-6 d 8,29 1 J56=9,0
H-9 d 7,79 1 “Jge =22
H-7 dd 7,45 1 zJ6’5 Y

Jos =22
N-H t 7,32 1 SN0 = 75,3
H-3 d 6,50 1 3oy =54
O-H sl 4,93 1 -
H-12 m 3,70 — 3,60 2 -
H-11 m 3,40 — 3,30 ND* _

*ND: ndo determinado — sinal sobreposto ao sinal de agua do DMSO-dg

Tabela 4.2 — RMN de °C de 16a (50 MHz, DMSO-dg)

Atribuicao J (ppm)

C-2 153,6 CH
C-4 ou C-10 152,0 Cipso
C-4 ou C-10 150,8 Cipso

C-8 135,1 Cipso

C-9 129,2 CH

C-6 ou C-7 125,9 CH
C-6 ou C-7 125,7 CH

C-5 119,2 Cipso

C-3 100,4 CH

C-12 60,5 CH,

C-11 46,9 CH,
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4.1.1.2 7-cloro-4-(3-hidroxipropilamino)-quinolina (16b)

Seguindo o método geral descrito na se¢do 4.1.1 foram obtidos 486 mg (99% de

rendimento) de 16b, na forma de um s6lido branco, apos 14 horas de reacao.

FM: C12H13C1N20
MM: 236,70g/mol

FF: 148,8 — 150,1 °C; FF lit.: 140 — 142 °C(SOLOMON; HU; LEE, 2010)

IV(/cm™): 3317 (N-H); 3070 (sp° C-H); 2881 (sp’C-H); 1610, 1543 (sp’ C=C); 1382
(sp” C-N); 1065 (C-O).

Tabela 4.3 — RMN de 'H de 16b (200 MHz, DMSO-ds) (continua)

Atribuicao Multiplicidade o (ppm) Area relativa "J (Hz)
H-2 d 8,37 1 Ji2=154
H-6 d 8,23 1 3J56=9,0
H-9 d 7,78 1 Jge =22
H-7 dd 7,42 I jJ6’5 Y

Jog =22
N-H t 7,32 1 SN0 = 5,2
H-3 d 6,46 1 b1 =54

H-13 ND 3,57 ND ND*
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Tabela 4.3 — RMN de 'H de 16b (200 MHz, DMSO-de) (conclusio)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa "J (Hz)
H-11 m 3,25 -3,40 2 -
. o =i
H-12 quint 1,80 2 66

*ND: ndo determinado — sinal sobreposto ao sinal de 4gua do DMSO-d,

Tabela 4.4 — RMN de °C de 16b (50 MHz, DMSO-d,)

Atribuicdo J (ppm)

C-2 151,8 CH
C-4 ou C-10 150,2 Cipso
C-4 ou C-10 148.,9 Cipso

C-8 133,4 Cipso

C-9 127,3 CH

C-6 ou C-7 124,00 CH
C-6 ou C-7 124,0 CH
C-5 117,4 Cipso
C-3 98,5 CH
C-13 58,5 CH,
C-11 39,5 CH,
C-12 30,9 CH;

4.1.2 Método geral para sintese de 7-cloro-4-[(2-metanosulfoniloxietil)amino] quinolina

(17a) e 7-cloro-4-[(2-metanosulfoniloxipropil)amino] quinolina (17b)

Método A

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, fechado com rolha de plastico, foram
adicionados um equivalente do derivado aminodlcool-quinolina, trés equivalentes de
K,CO3 e 15 mL de diclorometano. A mistura de reagao foi mantida sob banho de gelo e

agitacdo magnética e, em seguida, foram adicionados, lentamente, 1,1 equivalentes de
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cloreto de metanossulfonila. A mistura de reagdo foi lentamente aquecida até
temperatura ambiente. O progresso da reagdo foi monitorado por CCD (eluente: acetato
de etila metanol 95:5; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) molibdato cérico de amonio
(CAM), seguido de aquecimento) até evidéncia do consumo total do material de partida.
Apos término da reagdo, a mistura foi transferida para um funil de separagdo e lavada
com 3x10mL de 4gua. A fase organica foi secada com Na,SOy4 anidro e, em seguida,

filtrada. O solvente foi eliminado em evaporador rotatorio.

Método B

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, fechado com rolha de plastico, foram
adicionados um equivalente do derivado aminodlcool-quinolina, trés equivalentes de
K,COs e 15 mL de diclorometano. A mistura de reag@o foi mantida sob banho de gelo e
agitacdo magnética e, em seguida, foram adicionados, lentamente, 1,1 equivalentes de
cloreto de metanossulfonila. A reagdo foi lentamente aquecida até temperatura
ambiente. O progresso da reacdo foi monitorado por CCD (eluente: acetato de etila
metanol 95:5; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) CAM, seguido de aquecimento) até
evidéncia do consumo total do material de partida. Apds término da reacdo, foram
lentamente adicionadas cerca de 20 gotas de dgua, sob agitacdo magnética intensa, até
solubilizacdo completa do precipitado. Adicionou-se, entdo, Na,SO4 anidro e, em

seguida, filtrou-se. O solvente foi eliminado em evaporador rotatodrio.

4.1.2.1 7-cloro-4-[(2-metanosulfoniloxietil)amino] quinolina (17a)

13
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Seguindo o método A descrito na se¢do 4.1.2 foram obtidos 46 mg (54% de
rendimento) de 17a, na forma de um s6lido branco, apds 24 horas de reagdao.Seguindo o
métodoBdescrito na se¢do 4.1.2 foram obtidos 301 mg (94% de rendimento) de 17a, na

forma de um soélido branco, apds 20 horas de reagao.

FM: C12H13C1N203S
MM: 300,77g/mol
FF: 140,4 — 142,0 °C; FF lit.: 138 — 140 °C (CHIYANZU et al., 2005)

IV(®/em™): 3208 (N-H); 3031 (sp®> C-H); 2962 (sp°C-H); 1610, 1538 (C=C arom.);
1325 (arom. C-N); 1343, 1168 (S=0); 1142 (C-O).

Tabela 4.5 — RMN de 'H de 17a (200 MHz, DMSO-dy)

Atribuigcdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,43 1 Ji2=55
H-6 d 8,26 1 3J56=9,0
H-9 d 7,81 1 “Jes=2,0
N-H m 7,60 1 -

H-7 dd 748 1 j‘]é’s Y
Jog=2,0
H-3 d 6,60 1 3h1=15,5
H-12 t 4,43 2 =152
H-11 m 3,67 2 -

H-13 S 3,16 3 -
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Tabela 4.6 — RMN de °C de 17a (50 MHz, DMSO-dg)

Atribuicdo o (ppm)
C-2 151,8 CH
C-4 ou C-10 150,5 Cipso
C-4 ou C-10 148.,9 Cipso
C-8 134,2 Cipso
C-9 127,5 CH
C-6 ou C-7 1249 CH
C-6 ou C-7 124,4 CH
C-5 117,7 Cipso
C-3 99,3 CH
C-12 68,2 CH,
C-11 41,9 CH;
C-13 37,1 CH3

4.1.2.2 7-cloro-4-[(2-metanosulfoniloxipropil)amino] quinolina (17b)

Seguindo o método A descrito na secdo 4.1.2 foram obtidos 125 mg (55% de
rendimento) de 17b, na forma de um sélido branco, apos 24 horas de rea¢ao.Seguindo o
método B descrito na se¢ao 4.2 foram obtidos 64 mg (97% de rendimento) de 17b, na

forma de um soélido branco, ap6s 23 horas de reagdo.

FM: C13H15C1N203S
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MM: 314,79g/mol
FF: 124,0 — 126,2 °C; FF lit.: 124 — 126 °C (SOLOMON; HU; LEE, 2010)

IV (8/em™): 3232 (N-H); 3067 (sp® C-H); 3018, 2967 (sp’ C-H); 1610, 1539 (sp’ C=C);
1332 (arom. C-N); 1345, 1166 (S=0); 1136 (C-0).

Tabela 4.7 — RMN de 'H de 17b (200 MHz, DMSO-de)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,44 1 J12=5.6
H-6 d 8,30 1 3J56=9,0
H-9 s 7,81 1 -
N-H sl 7,64 1 -

H-7 d 7,50 1 3J56=9,0

H-3 d 6,57 1 =5/

H-13 t 4,36 2 3211 =6,1
H-11 d 3,42 2 31001 =5,3
H-14 s 3,20 3 -

H-12 m 2,09 2 -

Tabela 4.8 — RMN de °C de 17b (50 MHz, DMSO-dg) (continua)

Atribuicao o (ppm)

C-2 151,2 CH
C-40uC-10 151,0 Cipso
C-4 ou C-10 147,8 Cipso

C-8 134,5 Cipso

C-9 126,6 CH

C-6 ou C-7 124,9 CH
C-6 ou C-7 124,7 CH
C-5 117,5 Cipso
C-3 99,1 CH
C-13 68,7 CH,

C-11 39,2 CH,
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Tabela 4.8 — RMN de °C de 17b (50 MHz, DMSO-de) (conclusio)

Atribuicao o (ppm)
C-14 37,0 CH;
C-12 27,8 CH,

4.1.3 Método geral para sintese de 7-cloro-4-(2-azidoetilamino) quinolina (18a) e 7-
cloro-4-(3-azidopropilamino) quinolina (18b)

A sintese de 18a e 18b foi executada conforme Raj e colaboradores (RAJ et al., 2013).
A um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foram
adicionados um equivalente do produto mesilado correspondente, cinco equivalentes de
azida de so6dio e 2 mL de DMF. A mistura de reacao foi mantida sob agitacdo magnética
e em banho de 6leo a 110 °C . O progresso da reagdo foi monitorado por CCD (eluente:
acetato de etila/metanol 95:5; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de
aquecimento) até¢ evidéncia do consumo total do material de partida. Apos término da
reacdo o solvente foi eliminado sob jato de ar e o sdlido resultante foi ressuspendido em
25 mL de diclorometano. A mistura foi extraida com 3 x 25 mL de agua. A fase
organica foi secada com Na,SOy, filtrou-se e o solvente foi eliminado em evaporador
rotatorio. O solido formado foi purificado por CCS usando diclorometano com 2,5 % de

metanol como eluente.

4.1.3.1 7-cloro-4-(2-azidoetilamino) quinolina (18a)

Seguindo o método geral descrito na se¢do 4.1.3 foram obtidos 194mg (79% de
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rendimento) de 18a, na forma de um so6lido amarelo claro, apds 5 horas de reagao.

FM: C11H10C1N5
MM: 247,68 g/mol
FF: 152,3 — 154,9; FF lit.:145 — 147 °C(DE SOUZA et al., 2009)

IV(o/cm™): 3229 (N-H); 3066 (sp” C-H); 2962 (sp’C-H); 2125, 2092 (N=N"=N"); 1611,
1549 (C=C arom.); 1327 (sp’ C-N).

Tabela 4.9 — RMN de 'H de 18a (200 MHz, CDCl5)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,52 1 J12=53
H-9 d 7,95 1 “Jes=2,0
H-6 d 7,71 1 3J56=9,0

3-]6,5 = 9,0
H-7 dd 7,34 1 )

J6,8 = 2,0
H-3 d 6,40 1 =53
N-H sl 5,53 1 -
H-12 t 3,66 2 Ji10=5,2
H-11 t 3,52 2 o1 =152

Tabela 4.10 —- RMN de "°C de 18a (50 MHz, CDCl5) (continua)

Atribuicao o (ppm)

C-2 151,0 CH
C-10ouC-4 149,5 Cipso
C-4 0uC-10 149,3 Cipso

C-8 135,4 Cipso

C-9 128,9 CH

C-6 125,9 CH

C-7 121,3 CH

C-5 11 7,5 Cipso
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Tabela 4.10 —- RMN de "°C de 18a (50 MHz, CDCl5) (conclusio)

C-3 99,4 CH
C-12 50,0 CH,
C-11 42,4 CH,

4.1.3.2 7-cloro-4-(3-azidopropilamino) quinolina (18b)

N3

13

Seguindo o método geral descrito na se¢do 4.1.3 foram obtidos 140mg (70% de

rendimento) de 18b, na forma de um sélido amarelo claro, ap6s 5 horas de reagao.

FM: C12H12C1N5
MM: 261,71 g/mol
FF: 144,4 — 146,0 °C; FF lit.: 144 °C (FISHER et al., 2014)

IV (b/em™): 3234 (N-H); 3065 (sp° C-H); 2945 (sp’C-H); 2098 (N=N"=N"); 1612 (C=C

arom.).
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Tabela 4.11 — RMN de 'H de 18b (200 MHz, CDCl;)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,52 1 Ji2=15,4
H-9 d 7,94 1 Jss=2,1
H-6 d 7,66 1 3J56=9,0

3J6,5 = 9,0
H-7 dd 7,34 1 A

J6,8 = 2,1
H-3 d 6,40 1 Sh1 =54
N-H sl 5,39 1 -
H-13 t 3,52 2 3211 = 6,3
H-11 t 3,42 2 J10.01 =63

= Jiie=

H-12 quint 2,00 2 -

Tabela 4.12 — RMN de "°C de 18b (50 MHz, CDCl3)

Atribuicdo J (ppm)

C-2 152,0 CH
C-10 ou C-4 149,6 Cipso
C-4 ou C-10 149,1 Cipso

C-8 135,0 Cipso

C-9 128,8 CH

C-6 125,5 CH

C-7 121,0 CH

C-5 117,2 Cipso

C-3 99,0 CH

C-13 49,6 CH;
C-11 41,0 CH;
C-12 27,9 CH;

4.1.4 Método geral para sintese de 7-cloro-4-(2-aminoetilamino) quinolina (19a) e 7-

cloro-4-(3-aminopropilamino) quinolina (19b)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados um equivalente do derivado
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azido correspondente, 3 equivalentes de trifenilfosfina, 10 mL de THF e 1 mL de agua.
O baldo foi fechado com septo de borracha e a mistura de reagcdo foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. O progresso da reacdo foi monitorado por
CCD (eluente: acetato de etila/metanol 95:5; reveladores: 1) vapor de iodo, 2)
ninhidrina, seguido de aquecimento) até evidéncia do consumo total do material de
partida. Apos o término da reac@o o solvente foi eliminado em evaporador rotatério. O
solido formado foi ressuspendido em 25 mL de diclorometano e extraido com 3 x 25
mL de solucao de HCI 1 mol/L. A fase aquosa foi reunida e o solvente evaporado sob

jato de ar.

4.1.4.1 Cloridrato de 7-cloro-4-(2-aminoetilamino)-quinolina (19a)

@ ©Q
NH5Cl
12
N
6 4
7 ) 3
5 2
Cl g o
19a

Seguindo o método geral descrito na secdo 4.1.4 obteve-se 43 mg (40% de rendimento)

de 19a, na forma de um sélido branco, apds 24 horas de reagao.

FM: C11H13C12N3
MM: 258,15 g/mol
FF: 209,5 - 211,7°C

IV(®/em™): 3415 (N-H);3063 (sp° C-H); 2875 (NH3"); 1589 (C=C arom.);1611,
1532(def. angular NH; assimétrica e simétrica) 1355 (sp’ C-N).



Tabela 4.13 — RMN de 'H de 19a (200 MHz, D,0)
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Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,24 1 Ji2=17,1
H-6 d 7,93 1 3Js6=9,1
H-9 d 7,61 1 Jse=13
H-7 dd 7,45 1 z‘]“ !

Jse=1,3
H-3 d 6,74 1 Shi=17,1
H-11 t 3,84 2 J10.01 =62
H-12 t 3,31 2 Ji110=162

Tabela 4.14 — RMN de "°C de 19a (50 MHz, D,0)

Atribuicdo o (ppm)
C-4 157,3 Cipso
C-2 144,0 CH

C-8 ou C-10 140,8 Cipso

C-8 ou C-10 139,0 Cipso
C-9 129,0 CH
C-6 1253 CH
C-7 120,3 CH
C-5 116,4 Cipso
C-3 99,7 CH
C-11 41,6 CH,

C-12 38,7 CH,
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4.1.4.2 Cloridrato de 7-cloro-4-(3-aminopropilamino) quinolina (19b)
NH-

13

Seguindo o método geral descrito na se¢do 4.1.4 foram obtidos 108 mg (77% de

rendimento) de 19b, na forma de um sélido branco, apds 24 horas de reacao.

FM: C12H15C12N3
MM: 272,17 g/mol
FF: 198,8 —201,1 °C

IV (®/cm™): 3404 (N-H); 3055 (sp” C-H); 2953 (NHz"); 1596 (C=C arom.); 1619 (def.

angular NH;")
Tabela 4.15 — RMN de 'H de 19b (200 MHz, D,0)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa NJ (H7)
H-2 d 8,15 1 Jia=17,1
H-6 d 7,88 1 Js6=9,1
H-9 d 7,57 1 Js6=2,0

Jss=9,1
H-7 dd 7,40 1 A

Jos=2,0
H-3 d 6,66 1 =11
H-11 t 3,56 2 o =7,1
H-13 t 3,04 2 o =178
H-12 m 2,03 2
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Tabela 4.16 —- RMN de °C de 19b (50 MHz, D,0)

Atribuigdo o (ppm)
C-4 155,7 Cipso
C-2 142,1 CH

C-8 ou C-10 139,2 Cipso

C-8 ou C-10 137,6 Cipso
C-9 127,7 CH
C-6 123,8 CH
C-7 118,8 CH
C-5 114,9 Cipso
C-3 98,2 CH
C-11 40,2 CH;
C-13 37,0 CH,
C-12 25,4 CH,

4.1.5 Método geral para sintese de 7-cloro-4-[2-(1-morfolinil)etilamino]-quinolina

(20a), 7-cloro-4-[2-(1-piperidinil)etilamino]-quinolina (21a), 7-cloro-4-[3-(1-

piperidinil)propilamino]-quinolina (21b)

As reacdes de obtengdo de 20a, 21a e 21b foram executadas conforme Solomon e
colaboradores (SOLOMON; HU; LEE, 2010). A um baldo de fundo redondo de 50 mL,
acoplado a um condensador de refluxo fechado com tubo de CaCl,, foram adicionados
um equivalente do derivado mesilado correspondente, trés equivalentes da amina
correspondente ¢ 5 mL de THF grau HPLC. A mistura de rea¢do foi mantida sob
agitacdo magnética e em banho de 6leo a 50 °C. O progresso da reacdo foi monitorado
por CCD (eluente: acetato de etila metanol 95:5; reveladores: 1) vapor de iodo, 2)
ninhidrina, seguido de aquecimento) até¢ evidéncia do consumo total do material de
partida. Apos o término da reag@o o solvente foi eliminado em evaporador rotatdrio. O
solido resultante foi purificado por CCS usando como eluente acetato de etila:metanol

99:1 seguido por acetato de etila:metanol:NH,OH 94:5:1
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4.1.5.1 7-cloro-4-[2-(1-morfolinil)etilamino] quinolina(20a)

Seguindo o método geral descrito na se¢do 4.1.5 foram obtidos 100 mg (28% de

rendimento) de 20a, na forma de um s6lido amarelo, apds 40 horas de reagao.

FM: C15H18C1N3O
MM: 291,78 g/mol
FF: 142,5 — 144,1 °C

IV(d/cm™): 3204 (N-H); 3061 (sp> C-H); 1610, 1578 (C=C arom.); 1116 (C-O).

Tabela 4.17 — RMN de 'H de 20a (200MHz, DMSO-ds) (continua)

Atribuigdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,39 1 J12=53
H-6 d 8,22 1 3Js6=8,9
H-9 d 7,78 1 Jse=19
H-7 dd 7,45 1 jJ6’5 — 89

Jog =19
N-H sl 7,25 1 -
H-3 d 6,49 1 3hi=53
H-14 m 3,57 4 -
H-11 m 3,39 2



Tabela 4.17 — RMN de 'H de 20a (200MHz, DMSO-de) (conclusio)
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Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa NI (H7)
H-12 t 2,59 2 Ji0.11=6,8
H-13 t 2,44 4 304 =44

Tabela 4.18 —- RMN de "°C de 20a (50MHz, DMSO-dc)

Atribuicao o (ppm)

C-2 152,1 CH
C-4 ou C-10 150,5 Cipso
C-4 ou C-10 149,2 Cipso

C-8 133,9 Cipso

C-9 127,7 CH
C-9 ou C-7 124,5 CH
C-70uC-9 124,2 CH

C-5 117,7 Cipso

C-3 99,1 CH

C-14 66,6 CH,
C-12 56,5 CH,
C-13 53,7 CH,
C-11 40,1 CH,

4.1.5.2 7-cloro-4-[2-(1-piperidinil)etilamino] quinolina (21a)
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Seguindo o método geral descrito na secdo 4.1.5 foram obtidos 97 mg (83% de

rendimento) de 21a, na forma de um s6lido amarelo claro, apos 40 horas de reagao.

FM: C16H20C1N3
MM: 289,80 g/mol

FF: 136,5 -139,0 °C

IV(7 /em™):3392 (N-H); 3100 (sp° C-H); 3021, 2939 (sp’C-H); 1609, 1590 (C=C

arom.); 1450 (N-C).

Tabela 4.19 — RMN de 'H de 21a (200MHz, DMSO-de)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa NJ (H7)
H-2 d 8,39 1 Ji2=154
H-6 d 8,20 1 3Js6=9,1
H-9 d 7,77 1 Jge =22
H-7 dd 7,44 1 zJ“ -

Jog =22
N-H t 7,19 1 3 JNEL10= 5,2
H-3 d 6,48 1 Shi=54
H-12
H-11 m 2,30 — 2,60 8 -
H-13
H-14 ¢ H-15 m 1,60-1,30 6

Tabela 4.20 — RMN de "°C de 21a (50MHz, DMSO-de) (continua)

Atribuicao o (ppm)

C-2 153,7 CH
C-4 ou C-10 151,38 Cipso
C-4 ou C-10 150,38 Cipso

C-8 135,1 Cipso

C-9 129,6 CH
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Tabela 4.20 - RMN de "°C de 21a (50MHz, DMSO-de) (conclusio)

Atribuicao o (ppm)
C-6 ou C-7 125,9 CH
C-6 ou C-7 125,6 CH
C-5 119,2 Cipso
C-3 100,5 CH
C-12 ou C-13 58,2 CH,
C-11 55,9 CH,
C-12 ou C-13 27,3 CH,
C-14 25,8 CH,
C-15 24,2 CH,

4.1.5.3 7-cloro-4-[3-(1-piperidinil)propilamino] quinolina (21b)

16

Seguindo o método geral descrita na secdo 4.1.5 foram obtidos 30 mg (19 % de

rendimento) de 21b, na forma de um s6lido creme.

FM: C16H20C1N3
MM: 303,83 g/mol
FF: 107,6 —109,4 °C

IV (0/em™): 3227 (N-H);2934, 2819 (sp’CH,); 1613, 1584 (C=C arom.); 1474 (C-N)



Tabela 4.21 — RMN de 'H de 21b (200 MHz, DMSO-ds)
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Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa NI (Hz)
H-2 d 8,37 1 Ji2=15,4
H-6 d 8,20 1 J56=9,0
H-9 d 7,77 1 “Jge=2,1

3J6,5 = 9,0
H-7 e N-H m 7,42 2 .
Jg,6 = 2,1
H-3 d 6,44 1 =54
H-11 m 3,20-3,40 2 )
H-13 e H-14 m 2,20 -2,45 6 -
) Ti0="T12
H-12 quint 1,77 2
=0,7
H-15 e H-16 m 1,30 - 1,60 6 -

Tabela 4.22 — RMN de "°C de 21b (50 MHz, DMSO-ds)

Atribuicao o (ppm)

C-2 152,3 CH
C-40uC-10 150,5 Cipso
C-4 0uC-10 149,4 Cipso

C-8 133,7 Cipso

C-9 127,8 CH

C-6 e C-7 124,3 CH
C-5 117,8 Cipso
C-3 98,9 CH

C-13 56,9 CH,
C-14 54,5 CH,
C-11 41,6 CH,
C-15 26,0 CH,
C-12 253 CH,
C-16 24,5 CH;
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4.1.6 7-cloro-4-[3-(1-morfolinil)propilamino] quinolina (20b)

0
E jﬁ
N
13

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo fechado
com tubo de CaCl,, foram adicionados 144 mg (3,0 mmol) de 3-(1-
morfolinil)propilamina, 203 mg (1,0 mmol) de 4,7-dicloroquinolina e 2,0 mL de etanol
absoluto. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética em banho de 6leo a 85 °C . O
progresso da reacdo foi monitorado por CCD (eluente: acetato de etila metanol 95:5;
reveladores: 1) vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento). A reagdo foi
interrompida apds 72 horas. Foram adicionados a mistura de reagao, 30 mL de solugao
saturada de NaHCO; sob banho de acetona e gelo. O precipitado formado foi filtrado e
lavado com solucdo saturada de NaHCO;. Foram obtidos 175 mg (57% de rendimento)

de 20b como s6lido marrom.

FM: C16H20CIN3O
MM: 305,80 g/mol
FF: 129,6 — 130,8 °C; FF lit.: 118 — 120 °C (SOLOMON; HU; LEE, 2010)

IV@®/cm™): 3210 (N-H); 3058 (sp® C-H); 2949, 2854 (sp’ CH,); 1575, 1565 (C=C
arom.); 1429 (C-N); 1112 (C-O)



Tabela 4.23 — RMN de 'H de 20b (400 MHz, DMSO-ds)

Atribuicdo Multiplicidade o (ppm) Area relativa NI (Hz)
H-2 d 8,38 1 Ji2=53
H-6 d 8,23 1 Js6=9,1
H-9 s 7,77 1 -
H-7 d 7,44 1 Jss=9,1
N-H sl 7,37 1 -
H-3 d 6,47 1 h1=53
H-15 m 3,50 —3,70 4 -
H-11 m 3,29 2

H-13 ¢ H-14 m 2,40-2,35 6 -
H-12 m 1,80 2

Tabela 4.24 —- RMN de "*C de 20b (50 MHz, DMSO-d6)

Atribuicdo J (ppm)
C-2 153,4 CH
C-4 ou C-10 152,0 Cipso
C-4 ou C-10 150,5 Cipso
C-8 135,6 Cipso
C-9 129,0 CH
C-6 ou C-7 125,9 CH
C-6 ou C-7 125,8 CH
C-5 119,1 Cipso
C-3 100,4 CH
C-15 68,0 CH,
C-14 58,0 CH;
C-13 55,2 CH;
C-11 42,5 CH,
C-12 25,5 CH,
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4.1.7 7-cloro-N-(fenilmetil)-4-quinolinamina (22)

15
14

13

Método A

A um baldo de 50mL acoplado a um condensador de refluxo fechado com tubo de
CaCl,contendo 226mg (1,1 mmol) de 4,7-dicloroquinolina solubilizados em 2mL de
etanol foram adicionados 370 pL (3,3 mmol) de benzilamina. A mistura de reagdo foi
mantida sob agitacdo magnética em banho de 6leo a 85 °C. O progresso da reacdo foi
monitorado por CCD (eluente: acetato de etilachexano 1:1; reveladores: 1) vapor de
iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento) até consumo total do material de partida.
Apo0s 96 horas, o solvente foi removido em evaporador rotatério. O solido resultante foi
purificado por CCS utilizando como eluente acetato de etila:hexano 1:1. Foram obtidos

85 mg (28% de rendimento) de 22, na forma de um so6lido amarelo.

Método B

O método B foi executado conforme Ruiz e colaboradores (ROJAS RUIZ et al., 2011)A
um baldo de 50mL acoplado a um condensador de refluxo fechado com tubo de CaCl,
contendo 118mg (0,6 mmol) de 4,7-dicloroquinolina solubilizados em 2mL de DMF
foram adicionados 200 puL (1,8 mmol) de benzilamina e 229mg (1,8 mmol) de K,COs.
A reacdo foi mantida sob agitagdo magnética em banho de 6leo a 140 °C. O progresso
da reacdo foi monitorado por CCD (eluente: acetato de etila:hexano 1:1; reveladores: 1)
vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento) até consumo total do material de

partida. Apos 48 horas, o solvente foi removido sob jato de ar. O solido resultante foi
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purificado por CCS utilizando como eluente acetato de etila:hexano 1:1. Foram obtidos

49 mg (30% de rendimento) de 22, na forma de um sélido amarelo.

Método C

A um baldo de 50mL acoplado a um condensador de refluxo fechado com tubo de
CaCl, contendo 200mg (1,0 mmol) de 4,7-dicloroquinolina foram adicionados 2 mL (18
mmol) de benzilamina. A reagdo foi mantida sob agitagdo magnética em banho de 6leo
a 140 °C. O progresso da reacdo foi monitorado por CCD (eluente: acetato de
etila:hexano 1:1; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento)
até consumo total do material de partida. Apds 24 horas, o excesso de benzilamina foi
evaporado sob jato de ar. O so6lido resultante foi purificado por CCS utilizando como
eluente acetato de etilazhexano 1:1. Foram obtidos 206 mg (76% de rendimento) de 22,

na forma de um sélido amarelo.

FM: C16H13C1N2
MM: 267,74 g/mol

FF:126,6 — 128,3 °C; FF lit.: 128 — 130 °C (MOTIWALA; KUMAR; CHAKRABORTI,
2007)

IV(VKUM™): 3210 (N-H); 3061 (sp’ C-H); 3021, 2933 (sp’C-H) 1577 (C=C arom.);
1431 (sp’ C-N); 768, 746 (benzeno monosubstituido).



Tabela 4.25 — RMN de 'H de 22 (200 MHz, CDCl;)
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Atribuicao Multiplicidade o (ppm) Area relativa NI (Hz)
H-2 d 8,50 1 Ji2=15,4
H-9 d 7,98 1 se=2,2
H-6 d 7,76 1 Js56=9,0
H-7
H-13
ia m 7,50 - 7,30 6 -
H-15
H-3 d 6,44 1 00 =54
N-H sl 5,69 1 -
H-11 d 4,54 2 *JioNH =49

Tabela 4.26 — RMN de "°C de 22 (50 MHz, CDCl5)
Atribuicdo o (ppm)
C-2 151,7 CH
C-4 ou C-10 149,8 Cipso
C-4 ou C-10 148,38 Cipso
C-12 137,2 Cipso
C-8 135,1 Cipso
C-13 129,00 CH
C-9 ou C-15 128,5 CH
C-9 ou C-15 128,0 CH
C-14 127,5 CH
C-6 ou C-7 125,6 CH
C-6 ou C-7 121,2 CH
C-5 117,1 Cipso
C-3 99,7 CH
C-11 47,5 CH,

4.1.8 Método geral para sintese de 2-[(4-cloroquinolin-4-il)amino]-1-(morfolin-4-

il)etanona (23) e 2-[4-(7-cloro-4-quinolinil)-1-piperazinil]etanol (24)
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A um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo fechado
com tubo de CaCl,, foram adicionados um equivalente de 4,7-dicloroquinolina, trés
equivalentes da amina correspondente, 3 equivalentes de trietilamina e 2 mL de etanol.
A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética e em banho de 6leo a 80 °C. O progresso
da reacao foi monitorado por CCD (eluente: acetato de etila:metanol 95:5; reveladores:
1) vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento) até evidéncia do consumo total
do material de partida. Apos término da reagdo o solvente foi eliminado em evaporador

rotatorio e o soélido resultante foi purificado por CCS.

4.1.8.1 2-[(4-cloroquinolin-4-il)amino] - I-(morfolin-4-il)etanona (23)

Seguindo o método geral descrito na secdo 4.1.8, utilizando como eluente na CCS
acetato de etila:metanol:NH4OH 97:2:1, foram obtidos 168 mg (48% de rendimento) de

23, na forma de um sélido amarelo claro, apos 6 dias de reacao.

FM: C13H17C12N3
MM: 286,20 g/mol
FF:183,8 — 185,6 °C

IV@®/cm™): 3200 (N-H); 3060 (sp2 C-H); 3008 (sp3C-H); 1651 (C=0O amida), 1580
(C=C arom.); 1107 (C-0O).



Tabela 4.27 — RMN de 'H de 23 (200MHz, DMSO-de)
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Atribuicao Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 D 8,40 1 Ji2=53
H-6 D 8,19 1 3J56=9,0
H-9 D 7,82 1 Jse=18
H-7 Dd 7,47 1 zJ6’5 Y

Jos=1,8
N-H Sl 7,34 1 -
H-3 D 6,42 1 10=53
H-11 D 4,20 2 3Jiont = 4,0
H-13
ia M 3,30 — 3,80 8
Tabela 4.28 — RMN de "°C de 23 (50MHz, DMSO-d,)
Atribuicao o (ppm)
C-12 167,3 Cipso
C-2 152,2 CH
C-4 ou C-10 150,7 Cipso
C-4 ou C-10 149,2 Cipso
C-8 133,8 Cipso
C-9 127,9 CH
C-6 ou C-7 124,8 CH
C-6 ou C-7 124,1 CH
C-5 117,7 Cipso
C-3 100,1 CH
C-14 66,4 CH,
C-11 ou C-13 45,0 CH,
C-11 ou C-13 44,1 CH,
C-11 ou C-13 42,3 CH,
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4.1.8.2 2-[4-(7-cloro-4-quinolinil)- 1 -piperazinil] etanol (24)
OH

14

Seguindo o método geral descrito na secdo 4.1.8, utilizando como eluente na CCS
acetato de etila:metanol:NH4OH 94:5:1, foram obtidos 216 mg (74% de rendimento) de

24, na forma de um sélido amarelo, apds 24 horas de reagao.

FM: C15H18C1N3O
MM: 291,78
FF:117,0-119,1 °C; FF lit.: 111 — 112 °C(GUANTAI et al., 2011)

IV (5/em™"): 3216 (O-H); 2903 (sp’C-H); 2835 (N-CH,); 1606, 1568 (C=C arom.); 1423
(C-N); 1051 (C-0).



Tabela 4.29 — RMN de 'H de 24 (200MHz, DMSO-ds)

&4

Atribuicao Multiplicidade o (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,68 1 J12=5,0
H-6
o m 7,90 — 8,10 2
H-7 dd 7,51 1 ?6’5 Y

Jog=2,1
H-3 d 6,95 1 3J12=15,0
H-14
- m 3,30 — 3,60 6
H-12 sl 3,14 4 -
H-13 t 2,47 2 213 =6,1
Tabela 4.30 — RMN de "°C de 24 (50MHz, DMSO-dc)
Atribuicdo o (ppm)
C-4 156,7 Cipso
C-o 152,5 CH
C-10 150,0 Cipso
C-8 133,9 Cipso
C-9 128,4 CH
C-6 ou C-7 126,4 CH
C-6 ou C-7 126,0 CH
C-5 121,7 CH
C-3 109,6 CH
C-14 60,5 CH,
C-13 58,9 CH,
C-11 53,3 CH,
C-12 52,1 CH,
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4.1.9 7-cloro-N-propil-4-quinolinamina (25)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo fechado
com tubo de CaCl,, foram adicionados um equivalente de 4,7-dicloroquinolina e 2 mL
de n-propilamina. A reagao foi mantida sob agitacdo magnética e em banho de 6leo a 45
°C. O progresso da reacdo foi monitorado por CCD (eluente: acetato de etila:hexano
1:1; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) ninhidrina, seguido de aquecimento). Apos 72
horas de reagdo, o solvente foi eliminado em evaporador rotatorio e o solido resultante
foi purificado por CCS (eluente acetato de etilathexano 1:4 — 3:2). Foram obtidos

19mg (15%) de 25 como um soélido branco.

FM: C12H13C1N2
MM: 220,70 g/mol

FF: 118,1 - 120,8 °C; FF lit.: 123 — 125 °C (DE SOUZA et al., 2009)

IV (/em):3259 (N-H); 3063 (sp’C-H); 2940 (sp’ C-H); 1613, 1583 (C=C arom.);
1451 (C-N).



Tabela 4.31 — RMN de 'H de 25 (200MHz, CDCl3)
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Atribuicdo Multiplicidade J (ppm) Area relativa Ny (Hz)
H-2 d 8,42 1 J12=5.6
H-9 d 7,92 1 Jse=1,8
H-6 d 7,88 1 3T56=19,0
H-7 dd 733 1 zJ“ Y

Jos=1,8
H-3 d 6,39 1 3h1=5,6
N-H sl 4,75 1 -
H-11 m 3,36-3,26 2
H-12 sexteto 1,80 2 itz ="
=74
H-13 t 1,06 3 3Ji211-7,4
Tabela 4.32 — RMN de °C de 25 (50 MHz, CDCl3)
Atribuicdo J (ppm)
C-2 150,8 CH
C-4 ou C-10 149,9 Cipso
C-4 ou C-10 147,0 Cipso
C-8 135,6 Cipso
C-9 126,8 CH
C-6 ou C-7 125,5 CH
C-6 ou C-7 121,8 CH
C-5 116,7 Cipso
C-3 98,6 CH
C-11 45,0 CH,
C-13 21,9 CH,
C-12 11,5 CH;

4.2 Ensaios enzimaticos

A atividade das enzimas cruzaina e rodesaina foi medida pela clivagem do substrato

fluorescente Z-Phe-Arg-Aminometilcumarina (Z-FR-AMC) em um fluorimetro Biotec
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Synergy 2 no Centro de Citrometria de Fluxo do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os ensaios foram executados em placas
de 96 pocos, para um volume final de 200uL de solug¢ao tampao pH 5,5 de acetato de
sodio 0,1 M em presenca de 0,1mM de B-mercaptoetanol, 0,01% de Triton-X100, cerca
de 0,5nM de enzima e 2,5uM de Z-FR-AMC (K= 0,65 uM para cruzaina; K, = 0,12
UM para rodesaina) (FERREIRA et al., 2009; KERR et al., 2009). Inicialmente os
compostos foram avaliados em uma concentracdo de 100 pM. Cada ensaio foi
executado em triplicata ¢ acompanhado durante 5 minutos. A atividade enzimatica foi
determinada em comparagdo ao controle de DMSO, baseado nas velocidades iniciais de
reacdo. O composto E64 em concentracdo de 100 puM foi utilizando como controle
positivo do ensaio. Todos os ensaios foram executados sem pré-incubacdo com a

enzima. O resultado apresentado ¢ a média das triplicatas e o desvio padrao.

As curvas de Clso foram construidas em dois experimentos independentes, cada um
deles com ao menos 7 concentragdes de inibidor em triplicata. As curvas de Clsy foram
determinadas por regressdo ndo-linear no programa Graph Pad Prism 5.03. O resultado
apresentado ¢ a média dos valores obtidos em cada experimento indepedente e o desvio
padrao dos valores.O modo de inibicdo foi determinado em duplicata, com 7
concentragdes de substrato (20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,3125
uM,), cinco concentragdes de inibidor (50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM) e
na auséncia deste. Analises estatisticas foram executadas no programa Graph Pad Prism

5.03.

4.3 Ensaios de atividade dos compostos sobre as formas amastigotas e

tripomastigotas de 7. cruzi

Os ensaios foram realizados em colaboracao com o Dr. Policarpo Ademar Sales Junior,
da equipe do Dr. Alvaro Jos¢ Romanha do Centro de Pesquisas René Rachou. Foi
utilizada a cepa Tulahuen de 7. cruzi transformada para expressar [-galactosidase,
enzima que ¢ capaz de catalisar uma reacdo colorimétrica quando o [-D-
galactopiranosideo de vermelho de p-clorofenila (CPRG) ¢ utilizado como substrato
(BUCKNER et al., 1996). Células de fibroblastos .929 foram semeadas em placas de
96 pocos, 4.000 células por poco, seguido de incubagao overnight em estufa a 37°C para

a adesdo da célula a superficie. Apds incubagdo, a infec¢do foi feita com 10
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parasitas/célula durante 2 h. Apds esse periodo, o meio contendo os parasitos
extracelulares foi substituido por um novo meio e a placa novamente incubada a 37° C
durante 48 h. O meio de cultura foi substituido por 160 pL. de meio novo, além dos
compostos diluidos numa concentracdo de 100 uM em 40 pL de DMSO 5 % em meio, e
a placa incubada a 37 °C por 96 h. Apoés esse periodo, foi adicionado o substrato CPRG
aos pocos, a placa incubada a 37°C, e a leitura realizada apés 16-20 h em
espectrofotometro utilizando um filtro de 570 nm. Em paralelo, foram utilizados os
seguintes controles: células ndo infectadas, para avaliagdo da citotoxicidade das
substancias, células infectadas ndo tratadas, benznidazol (1 pg/mL) como controle
positivo e DMSO diluido em meio a uma concentragao final de 1 % (controle negativo).
Os resultados foram expressos como a porcentagem de redugdo da absorbancia dos
pocos experimentais em comparacdo com a absorbancia dos pogos com células

infectadas ndo tratadas.

4.4 Estudos de ancoragem molecular

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados utilizando-se o programa
Autodock 4.2, auxiliado pela interface grafica e programas auxiliares presentes no

AutoDockTools 1.5 (MORRIS et al., 2009).

A estrutura cristalografica da cruzaina depositada no RCSB Protein Data Bank (PDB)
sob o codigo 3KKU (FERREIRA et al., 2010) foi utilizada. Esta estrutura foi escolhida
devido a cocristalizagdo com um ligante ndo covalente aliado a qualidade dos dados e
do modelo cristalografico. A estrutura depositada apresenta resolu¢io de 1,28 A,
completude dos dados muito boa, com 99,9 % dos dados presentes e valores do
paramtro R baixos e proximos de R livre, 0,116 e 0,144, respectivamente.
Adicionalmente a densidade eletronica no sitio ativo foi verificada por inspecdo visual
no programa PyMol utilizando os mapas de densidade eletronica direta e os mapas de

diferenga de densidade Fo-Fc.

A estrutura cristalografica da rodesaina depositada no PDB sob o codigo 2P86 foi
utilizada. As trés estruturas cristalograficas depositadas desta enzima foram
cocristalizadas com ligantes covalentes. A estrutura escolhida foi a de menor resolugao,

preservando bons indicadores de qualidade da regressao e aquisicao. A densidade
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eletronica no sitio ativo foi verificada por inspecao visual. Foi observado que, embora a
densidade eletronica ndo defina claramente o ligante, os residuos do sitio ativo estdo

bem definidos.

As macromoléculas foram preparadas pela remogao das moléculas de agua e ligantes.
Em seguida, no caso de residuos cujas cadeias laterais apresentaram duas conformagoes,
as conformagdes de menor ocupancia foram removidas. Foram adicionados hidrogénios
a cada uma das enzimas e calculadas cargas atdmicas utilizando o método de Gasteiger,
ambos pela implementacdo contida na biblioteca OpenBabel via AutoDockTools. Foi
verificado manualmente que a cisteina catalitica (Cys25) estivesse desprotonada ¢ a
histidina catalitica (His162) protonada. Em seguida foram construidos mapas de
potencial por tipo atdmico utilizando o programa AutoGrid, parte do AutoDock. Um
cubo foi utilizado para constru¢do do mapa, centrado no ponto central da posi¢ao
ocupada pelo ligante cristalografico, com espagamento entre pontos de 0,375 A e lado

de 50 pontos. Em todos os calculos executados a proteina foi considerada rigida.

Em todos os célculos de ancoragem foi utilizado um algoritmo genético Lamarckiano
(MORRIS et al., 1998). Uma populagao de 1.500 individuos foi avaliada por 2.700
geragdes com maximo de 25.000.000 de calculos de energia. Os resultados foram
inspecionados visualmente quanto ao posicionamento e conformagdo do ligante. As
poses de menor energia obtidas foram agrupadas utilizando o método implementado no
AutoDock 4.2. Este método simplesmente compara o Root-mean-square Deviation
(RMSD) entre duas poses. Caso o RMSD seja menor do que a tolerancia, as poses sao
agrupadas. O valor da tolerincia utilizada neste estudo foi de 2A, valor padrio do
pacote AutoDock 4.2. Possiveis interacdes de hidrogénio e contatos polares foram
calculados para as principais poses utilizando, novamente, o programa auxiliar

AutoDockTools.

Para os estudos de redocking os ligantes B95 (Figura 4.1a), cocristalizado com a
cruzaina, ¢ VS1 (Figura 4.1b), cocristalizado com a rodesaina, foram extraidos das
respectivas estruturas cristalograficas e preparados pela adi¢ao de hidrogénios e geracao
de cargas atdmicas. Os minimos obtidos foram agrupados utilizando o agrupamento

descrito acima.



90

Figura 4.1 — Ligantes cristalograficos da (a) estrutura 3KKU da cruzaina, B95, e (b)
estrutura 2P86 da rodesaina, VSI1.
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Para os estudos de ancoragem das substancias sintizadas, a estrutura previamente
construida e otimizada de cada um dos ligantes foi processada por meio de rotinas
auxiliares do pacote AutoDockTools para calculo de cargas atdmicas e determinagio de
ligacdes rotaciondveis. Todos os possiveis estados de protonacdo dos ligantes foram
calculados. Nas andlises foi considerado o estado mais provavel de protonagdo na

condicdo do ensaio.

4.5 Dinamica molecular

4.5.1 Parametrizacio

A parametrizac¢do da estrutura da substancia 20b (Figura 4.2) no campo de forca Amber
foi executada baseado em uma modificagdo do procedimento descrito por Hanson e
colaboradores (2010). Assim como executado pelo grupo de Hanson, a parametrizagao
foi dividida em duas etapas: a obtengdo de cargas atoOmicas, seguida pela regressao de
parametros dos angulos de diedro (HANSSON et al, 2010). Para a primeira etapa
gerou-se um conjunto de conformagdes, minimos locais representativos do espago
conformacional. Estes minimos foram utilizados para gerar cargas atOmicas para os
nucleos por regressao de um mapa de potencial eletrostatico. Na segunda etapa foram
obtidos parametros para os diedros da molécula de forma a reproduzir um perfil de
potencial obtido por calculos ab initio com método Hatree-Fock restrito (HF), base 6-
31G*. O conjunto de parametros foi completado com as distancias e angulos de ligagao
extraidos de um minimo de baixa energia, também obtido por calculos ab initio com

mesmo método e base.
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Figura 4.2 — Estrutura da substancia 20b, para a qual foram gerados pardmetros
compativeis com o campo de forga Amber.
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Inicialmente uma busca conformacional exaustiva foi executada com o algoritmo basing
hopping implementado no programa Tinker utilizando como campo de for¢ca o Merck
Molecular Force Field versao 1994 (MMFF94) (HALGREN, 1996) e definindo um
maximo de 5 ligagdes rotacionaveis. Esta busca conformacional trabalha da seguinte
forma: (a) uma estrutura da molécula ¢ minimizada; (b) a matriz Hessiana ¢ calculada;
(c) ao longo de cada um dos n modos normais com maiores autovalores associados, um
passo de mudanga conformacional ¢ executado; (d) cada estrutura obtida neste passo ¢
submetida ao item a. Quando nenhum novo minimo ¢ encontrado o algoritmo termina.

(PAPPU; HART; PONDER, 1988).

As estruturas obtidas foram submetidas a agrupamento hierarquico pelo método de
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) utilizando o RMSD
das estruturas alinhadas como medida de dissimilaridade. Foram testados diferentes
limiares de corte para a separacio de grupos. Limiares de 13 A e 7 A foram utilizados.
Para cada um dos grupos construido, o elemento mais representativo foi determinado

como sendo aquele com menor RMSD médio para todos os outros elementos do grupo.

Cada um dos elementos mais representativos de cada grupo foi otimizado em nivel ab
initio utilizando o programa MPQC 2.3.1 (JANSSEN et al., 2008) com algoritmo de
otimizacdo do tipo quase-Newton, método HF e base STO-3G. Os critérios de
convergéncia foram modulo de todas as primeiras derivadas parciais menores que 10A
¢ deslocamento no ultimo passo de otimizacdo menor do que 107A. As estruturas

obtidas foram novamente otimizadas com os mesmos parametros, porém com base 6-

31G*.
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Os minimos locais obtidos foram entdo utilizados para geracdo de mapas de potencial
eletrostatico com o método HF, base 6-31G*, algoritmo de Conolly(CONNOLLY,
1983), utilizando o programa Gamess 2014 (GORDON; SCHMIDT, 2005). Este
método e parametros para geracdo do mapa de potencial seguem a parametrizagdo do
proprio campo de forca Amber (LINDORFF-LARSEN et al., 2010; PONDER; CASE,
2003). As estruturas e seus respectivos mapas de potencial eletrostatico foram utilizadas
para regressdo de cargas atOmicas, primeiramente com peso igual para todas as
estruturas e depois regressdo pesada pela abundancia relativa dada pela equagdo de
Boltzmann (Equacao 4.1). A regressao foi executada utilizando o programa Resp 2.4,
parte do pacote Ambertools, uma suite de ferramentas ligada ao programa Amber
(CASE et al., 2015). O método RESP, implementado no programa Resp 2.4, determina
cargas centradas nos nucleos por regressdao multipla para reproduzir o potencial

eletrostatico na vizinhanca da molécula.

— = e kT (Equacao 4.1)

Onde P;: probabilidade do estado 1; P2: probabilidade do estado 2; E;: energia do
estado 1; E;: energia do estado 2; k: constante de Boltzmann; T: temperatura absoluta.

Para a preparacdo dos paramtros de diedro foi necessario obter o perfil do potencial
torcional das cinco ligacdes rotacionaveis da molécula com calculos quanticos.
Inicialmente uma geometria simétrica com a cadeia lateral estendida foi construida e
otimizada de acordo com os mesmos calculos acima descritos. Esta geometria foi
utilizada como ponto de partida para preparacdo das geometrias iniciais para as
otimizagdes ao longo dos angulos de diedro. A simetria Cs da molécula implica em um
perfil de energia de rotagdo simétrico em torno de 180°, uma vez que, a cada geometria
no intervalo 0°-180° existe uma correspondente no intervalo 180°-360° com mesma
energia. Por isso foi possivel obter a curva de potencial torcional em menor tempo de
calculo varrendo o intervalo 0° a 180°. Foi utilizado incremento de 10°. Cada estrutura
gerada desta forma foi submetida a uma otimizagao com mesmo calculo acima descrito,
porém mantendo a coordenada transformada do diedro fixa. As energias ab initio de
cada minimo, calculada com o mesmo método e base supradescritas, foram utilizadas

para a construgdo do perfil de rota¢do dos cinco diedros.
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Utilizando as cargas geradas conforme descrito acima, uma topologia inicial foi gerada
automaticamente utilizando o programa AcPype (SOUSA DA SILVA; VRANKEN,
2012), uma interface para ferramentas do Ambertools. Esta topologia foi utilizada para
determinagdo do perfil torcional dos mesmos angulos de diedro calculados em nivel ab
initio (método HF, base 6-31G*). Os parametros do diedro gerados automaticamente
para as ligagdes rotacionaveis foram removidos.. Coeficientes de uma fungdo de
Ryckaert-Bellemans (Equacéo 4.2) foram regredidos para gerar uma complementagdo
do potencial classico em relagdo ao potencial quantico. Os parametros regredidos foram
utilizados para construir uma nova topologia, gerar um novo potencial classico e

regredir novos coeficientes para a equacao.

5
Vrp (lpijkl) = Z Cpcos™ () (equagio 4.2)
n=0

Onde Vrp(¥;n): potencial tocional dos atomos i, j, k e [; C,: n-ésimo coeficiente; V:
angulo diedral entre i, j, &, [

Finalmente, os valores de distancias de ligacdo e angulos foram transpostos da
geometria de minimo com menor energia entre as estruturas utilizadas para determinar

as cargas. Estas informagdes foram utilizadas para construir a topologia final do ligante.

4.5.2 Dinamica molecular

A preparacao dos sistemas, calculos de dinamica molecular e processamento dos dados
foram executadoscom os programas do pacote GROMACS 4.6.2 (PRONK et al., 2013).
Os célculos foram executados no supercomputador do Laboratério de Modelagem e
Dinamica Molecular do Instituto de Biofisica da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

As estruturas cristalograficas da cruzaina, codigo PDB 3KKU, e da rodesaina, codigo
PDB 2P86, foram preparadas pela remocao de ligantes e moléculas de dgua e adigdo de
atomos de hidrogénio.O calculo de estados de protonacaofoi, entdo, executado no
servidor PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004) e foi verificado que a cisteina catalitica

estivesse desprotonada e a histidina catalitica protonada. A estrutura com hidrogénios
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foi utilizada como entrada para a ferramenta pdb2gmx do pacote GROMACS, gerando
uma topologia para o campo de forga Amber99-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al.,
2010). Foi construida uma caixa de 4gua com parametrizacdo TIP3P com formato

dodecaédrico se estendendo por 10 A ao redor da macromolécula.

Quatro sistemas foram construidos: (a) sistema contendo a cruzaina em agua; (b)
sistema contendo rodesaina em agua; (c) sistema contendo a molécula 20b complexada
a cruzaina em agua; (d) sistema contendo a molécula 20b complexada a rodesaina em
agua. Foram utilizadas como geometria inicial dos complexos poses obtidas por
docking contra cruzaina e rodesaina. A pose de menor energia livre predita para a

rodesaina foi escolhida.

A dinamica foi executada com condi¢des periddicas de contorno utilizando Particle
Mesh Ewald (PME) para célculo de interagdes eletrostaticas. Onde aplicavel, o sistema
foi acoplado a um termostato de Berendsen com temperatura de referéncia de 300 K e
também acoplado a um pressostato de Parrinello-Rahman com pressdo de referéncia de
1,0 bar. As equacdes de escalonamento da energia cinética do termostato foram

acopladas ao solvente e, separadamente a proteina ou proteina e ligante.

Inicialmente restricdes posicionais foram aplicadas sobre o ligante e a proteina. Os
sistemas foram otimizados utilizando um algoritmo de busca local. Em seguida cada
sistema foi equilibrado em duplicata, com diferentes iniciadores para a distribuicao de
velocidades. Primeiro uma simulacdo de energia constante (NVE) foi executada por
Ins. Entdo o sistema foi equilibrado em temperatura constante (NVT) por mais 1ns. Por
ultimo as restrigdes posicionais foram removidas e o sistema foi equilibrado por mais
Ins com temperatura e pressdo constantes (NPT). Cada duplicada de cada sistema foi,
entdo, simulada ao longo de 200ns em amostragem NPT. A andlise de dados foi
efetuada utilizando ferramentas da suite GROMACS e ferramentas desenvolvidas no
Laboratério de Modelagem e Dindmica Molecular da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese

5.1.1 Sintese de 16a, 16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25
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As reacdes para obtencdo de 16a, 16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25 consistiram de reagdes de
substitui¢do nucleofilica aromatica (Figura 5.1). Em geral, reacdes de subtituicdao
nuclefilica aromadtica requerem um anel aromatico deficiente em elétrons, altas
temperaturas e, na maioria dos casos, avancam lentamente. O mecanismo geral proposto
para estas reagdes passa por um estado de transi¢ao de alta energia no qual um ataque

angular do nucleofilo leva a perda da aromaticidade com adi¢do do nucledfilo ao



96

carbono eletrofilico. Este estado de transi¢do evolui para um intermediario de adig¢ao
ndo-aromatico, também de alta energia, que, rapidamente, sofre decomposi¢ao quimica
com a eliminagdo do grupo abandonador. Deste modo ¢ necessaria uma alta energia de
ativacdo para atingir o estado de transi¢ao. Este mecanismo ¢ também chamado adigao-

elimina¢do (CAREY; SUNDBERG, 2007).

Figura 5.1 — Mecanismo geral da reagao de substituicdo nucleofilica aromatica com a
4,7-dicloroquinolina.
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O ataque da amina nucleofilica a posi¢ao 4 da 4,7-dicloroquinolina ¢ favorecido, nesse
caso, em razdo da possibilidade de ressondncia,com o deslocamento dos elétronsaté o
atomo de nitrogénio do anel quinolinico. O nitrogénio tem maior capacidade de
acomodar carga negativa do que o carbono, assim esta estrutura de ressonancia tem
grande contribuicdo para o hibrido do intemediario de alta energia. A acomodacao da
carga sobre um centro mais eletronegativo estabiliza o estado de transi¢ao e facilita a
reacdo. Por este motivo, as posi¢des 2 e 4 da 4,7-dicloroquinolina sdo mais reativas

frente a substituigdes nucleofilicas aromaticas.



97

A aminoquinolina 16b foi inicialmente obtida com rendimento de 74%, utilizando a
técnica descrita por Pretorius e colaboradores (PRETORIUS et al., 2013). Nessa técnica
o solvente da reagdo ¢ a propria amina utilizada em excesso. Esta método, entretando,
utiliza 10 equivalentes da amina para cada equivalente de produto, o que pode ser visto

como uma desvantagem, ja que implica em maior gasto do reagente.

Alternativamente, foi testada uma metodologia descrita por Kumar e colaboradores
(KUMAR et al. 2010), com adaptagdes, utilizando etanol como solvente. Nesta técnica
foram empregados apenas 3 equivalentes da amina, resultando em melhores
rendimentos. As aminoquinolinas 16a, 16b, 20b e 24 foram obtidas utizando essa

técnicacom rendimentos de 99%, 99%, 57% e 74%, respectivamente.

A sintese de 22 foi inicialmente executada utilizando etanol como solvente, porém com
baixo rendimento. Alternativamente, a reagao foi testada utilizando DMF como solvente
e K,CO; como base (ROJAS RUIZ et al., 2011) e em sistema livre de solvente, com
excesso de benzilamina. Na Tabela 5.1 esta mostrada uma comparagdo das condigdes

de cada reacdao, com os respectivos rendimentos obtidos.

Tabela 5.1 — Comparagdo de rendimentos para diferentes condi¢cdes empregadas para
sintese de 22

Condicdo Tempo de reacdo Temperatura Rendimento
Solvente etanol 96 horas Refluxo 28%
Solvente DMF 48 horas 140° C 30%

Solvente benzilamina 24 horas 140° C 76%

Para obten¢do da aminoquinolina 23, apresentando um grupo amida na cadeia laterial,
foi utilizada a amina 28 (Figura 5.2), previamente sintetizada em nosso laboratorio pela
aluna de iniciacao cientifica Jéssica de Brito Macedo. A amina 28 foi preparada em trés
etapas: a) reacdo do anidrido cloroacético com a morfolina orginou a a-cloro-amida 26
na forma de um 6leo com 95% de rendimento; b) reagdo de substitui¢ao nucleofilica do
atomo de cloro de 26 por azida de sédio levou ao derivado azido 27 na forma de um

solido branco com 79% de rendimento; c) redu¢do do grupo azido de 27 a amina 28,
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obtido na forma de cloridrato como um so6lido amarelado com 44% de rendimento. Para

fins de ilustracdo, a rota de sintese para obten¢do de 28 estd mostrada na Figura 5.2.

Figura 5.2 — Rota sintética para obten¢do da amina 28
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Reagentes e condi¢des: a) THF, t.a., 24h; b) DMF, NaNj, 80°C, 8h; ¢)THF, H,, Pd/C, 24h.

A primeira tentativa para obten¢do de 23 foi realizada em um sistema isento de
solvente. Nesse caso, o solvente da reagcdo foi a propria quinolina utilizada como
material de partida, a qual funde no meio reacional em temperaturas acima de 80 °C.
Foi verificado que, quando o sistema atingia uma temperatura de cerca de 80 °C, ocorria
formacdo de um soélido nas paredes e boca do baldo de reacdo. O solido foi
caracterizado como sendo a 4,7-dicloro-quinolina por meio da andlise por CCD e
determinagdo de sua faixa de fusao: valor medido 85 — 89 °C, literatura: 86,4 — 87,4 °C
(DRAKE et al., 1946). Essas observagoes sugerem a ocorréncia de sublimacgao da 4,7-
dicloro-quinolina da mistura reacional. A execucao da reacdo utilizando etanol como
solvente foi, entdo, a alternativa utilizada e, nesse caso, o produto foi obtido com 47%

de rendimento. A aminoquinolina 23 ¢ inédita.

A sintese de 25 foi inicialmente testada utilizando etanol como solvente, conforme
relatado para as aminoquinolinas anteriores. Entretanto, nesse caso, devido a baixa

temperatura de ebulicdo da propilamina (48 °C), em relagdo a temperatura do meio
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reacional (80 °C). observou-se que ocorreu a perda dessa amina durante o tempo de
reacdo, o que impossibilitou a sintese de 25 por essa técnica. Para contornar essa
limitagdo, a reacdo foi repetida seguindo-se o médoto descrito por De Souza e
colaboradres (2009), utilizando trietilmaina (TEA) como solvente e temperatura de
reacdo de 80 °C (DE SOUZA et al., 2009). Infelizmente, nessas condigdes, também se

observou a perda de parte da propilamina.

Finalmente foi feita mais uma tentativa de sintese utilizando excesso de propilamina
como solvente, com temperatura do meio reacional proximo da temperatura de ebuli¢ao
dessa amina. A reagdo avangou lentamente, de forma que so foi possivel obter 15% de

rendimento e recuperac¢ao de 55% do material de partida.

Conforme o mecanismo proposto para a reagdo de substitui¢do nucleofilica aromatica
(Figura 5.1) a etapa limitante da velocidade ¢ a formacdo do intermediario de adi¢do
ndo-aromatico. Esta etapa requer energia de ativacdo alta. A temperatura do meio
reacional empregado para a sintese de 25 foi de 45 °C. Nesta temperatura a quantidade
de choques com energia suficiente para vencer a barreira de ativagao para formacao do
intermediario de alta energia ¢ pequeno se comparado as temperaturas de reacdo em
refluxo de etanol (80 °C). Acredita-se que, por este motivo, a reacdo de obtengdo de 25

avancou mais lentamente.

5.1.2 Sintese de 17b e 17a
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A mesilagdo seletiva da hidroxila de 16b foi primeiramente tentada utilizando cloreto de
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mesila, trietilamina em excesso ¢ THF como solvente. Foi observado que a reagdo ¢
muito sensivel a quantidade de cloreto de mesila adicionada. A reagdo com 1
equivalente deste reagente levou ao consumo parcial do alcool. A adi¢do de mais 0,5
equivalente levou ao consumo do alcool e a formagdo de um subproduto menos polar.
Durante tentativa de purificagdo tal subproduto degradou na coluna, ndo sendo possivel
isola-lo. Os derivados mesilados 17a e 17b foram obtidos por esse técnica, porém com
baixos rendimentos (35-40 %). A provavel causa disto ¢ que, durante a elaboracado, a
trietilamina nao ¢ facilmente separada por extracdo, permanecendo parte na fase
organica. Extragcdes adicionais sdo necessarias para aumentar o rendimento, porém o
derivado mesilado ¢ um parcialmente soluvel em agua, de forma que parte dele ¢

perdido na fase aquosa.

Como alternativa foi tentada uma metodologia adaptada que utiliza carbonato de
potassio como base e CH,Cl, como solvente. Desta forma foi possivel simplificar a
purificacdo, j& que, na auséncia de TEA, pouco volume de 4dgua foi suficiente para lavar
a fase organica durante a extracdo, o que aumentou o rendimento para 54% e 55% de

17a e 17b, respectivamente.

Finalmente, foi testada mais uma alternativa na etapa de elabora¢do que consistiu em
adicionar somente algumas gotas de dgua direto na mistura de reagdo, suficiente apenas
para solubilizar o K,COs. A mistura reacional foi, entdo, seca com Na,SOy4 € o solvente
evaporado. Com esta modificacdo o rendimento obtido foi de 94% e 97% de 17a e 17b,

respectivamente

5.1.3 Sintese de 18b € 18a




101

0::?:0
0] Ns
) ]
HN™ n NaNs, DMF HN™
AN 1102C, 5h AN
- <
Cl N Cl N
(17) (18)
n=2(i7a) n = 2 (18aj, rend: 79%
n=3(17h) n = 3 (18b), rend: 70%

A sintese dos derivados azido 18a e 18b foi realizada de acordo com o método descrito

por Raj e colaboradores (RAJ et al., 2013), com bons rendimentos.

A reacdo para obtencdo de 18a e 18b ocorre por um mecanismo de substituicdo
nucleofilica bimolecular Sy2. Neste mecanismo a reacdo ocorre em uma Unica etapa,
com a formagdo da ligagdao entre o nucledfilo e o carbono e a quebra da ligagcdo entre
este e o grupo abandonadorsimultanea. A velocidade da reagdo ¢ afetada pela forga do
nucledfilo,facilidade de quebra daligagcdo do grupo abandonador e escolha do solvente

adequado.

Na reacdo para obtengdo de 18a e 18b o nucleodfilo utilizado, azida de sddio, ¢ forte,
capaz de deslocarfacilmente o grupo metanossulfonato que ¢ um bom grupo
abandonador. Adicionalmente a N,N-dimetilformamida, um solvente polar aproético,
quando utilizada como solvente em reacdes Sy2 aumenta a velocidade de reacdo. A
DMF solvata bem cations porém, solvata anions com menos eficiéncia, de forma que
nucledfilos carregados negativamente ficam mais disponiveis para o ataque. Isto
aumenta a energia livre dos reagentes, reduzindo a energia de ativagdo da reacdo. A
combinacdo de um bom nucleéfilo, bom grupo abandonador e solvente polar aprético

foram importantes para o sucesso da reacao de obtencao de 18a ¢ 18b.

5.1.4 Sintese de 19b € 19a
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A sintese das aminas 19a e¢ 19b ¢ descrita na literatura pela reagdo direta da diamina
correspondente com a 4,7-dicloroquinolina. Neste trabalho a obtencdo destas
substancias foi planejada via redugdo dos intermedidrios azido correpondentes 18a e
18b, j4 que a etilenodiamina e¢ o 1,3-diaminopropano ndo estavam disponiveis no

laboratorio.

Primeiramente foi feita uma tentativa de reducdo do grupo azido por hidrogenagdo
utilizando 10% de massa do catalisador Pd/C em relacdo a massa do material de partida.
Entretanto,apds 24 horas de reacdo nao havia evidéncia de formagao de produto por
CCD. A adigdo de quantidades adicionais do catalisador nao foi eficaz. Ap6s 96 horas
de reagdo, observou-se por CCD queo material de partida ndo havia sido totalmente

consumido, além da formacao devarios subprodutos.

Especula-se que a baixa velocidade da reacdo pode estar relacionada ao envenenamento
do catalisador pelo anel quinolinico do material de partida, . E sabido que o par de
elétrons nao ligantes de aminas ¢ capaz de interagir com o catalisador, reduzindo a
velocidade da reagdo ou modificando a seletividade (MALLAT; BAIKER, 2000).
Diferentes aminas sdo adicionadas a meios reacionais de hidrogena¢do catalisada por
paladio e outros metais de transi¢do para modular a catélise. A quinolina ¢ utilizada para
modular a hidrogenacdo de alquinos a alquenos cis e existe evidéncia experimental de
que este efeito se deve a estabilizacdo da ligacao paladio-hidrogénio na superficie do

catalisador (YU; WHITNEY; SPENCER, 1999).

Nos materiais de partida 18a e18b, o par de elétrons do nitrogénio do anel quinolinico

esta especialmente disponivel devido ao efeito da ressonancia dos elétrons da amina na
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posi¢ao 4 (Figura 5.3). Dessa forma, o par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio do
anel quinolinico estd mais disponivel para interagir com a superficie do catalisador,
reduzindo, assim, a velocidade da reag¢do. Possivelmente a baixa eficiéncia da reducao
pela técnica de hidrogenacao catalisada por Pd/C esta relacionada a influéncia do anel

quinolinico.

Figura 5.3 — Estrutura de ressonancia de uma 4-aminoquinolina, ressaltando aumento
da densidade eletronica no nitrogénio do anel quinolinico

1) R
|
D /@@
|
Py
Cl N Cl N
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Como alternativa para redug¢do do grupo azido foi empregada a reacdo de Staudinger,
que consiste na redu¢do de azida por trifenilfosfina em presenca de agua. O mecanismo
posposto para a reagdo (Figura 5.4) envolve, inicialmente, o ataque do par de elétrons
do fosforo ao nitrogénio externo do grupo azido, levando a formag¢do de um
intermediario ilidio que recebe protons da dgua do meio reacional, resultando, ao final,
na formag¢ao daamina e 6xido de trifenilfosfina (LIN et al., 2005).A utilizacdo desta
técnica permitiu obter as aminas 19a e 19b com rendimentos de 40 % e 77 %,

respectivamente.
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Figura 5.4 — Mecanismo proposto para a reducdo do grupo azida com trifenilfosfina
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Fonte: adaptado de Lin e colaboradores (2005)
5.1.5 Sintese de 20a, 21a ¢ 21b
{ X.
7 "
THF
b, . ks
50¢2C, 24h
~ ~ ! ~2 ~3
~ '/ = -~ '/ ~ {
ClI” >~ ™N7 CI” >~ "N
(7) (8) 9
n =2 (17a) n =2, X =0 (20a), rend. 28%
n=3(17b) n =2, X = CH; (21a), rend. 83%
n = 3, X = CH; (21b), rend. 19%

A sintese das aminoquinolinas 20a, 21a e 21b foi realizada a partir da reagdo do
derivado mesilado correspondente 17a ou 17b com a morfolina ou a piperidina,
conforme técnica descrita por Solomon e colaboradores (SOLOMON; HU; LEE, 2010).

Essa reacdo consiste em uma substituicdo nucleofilica do tipo Sn2, conforme ja
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discutido anteriormente para os derivados azido 18a e 18b. Nesse caso, os nucledfilos
sdo as aminas ciclicas morfolina e piperidina, que apresentam um par de elétrons

disponivel para atacar o carbono ligado ao grupo abandonador mesila.

5.2 Caracterizacao das substincias sintetizadas

Todos as substancias sintetizadas foram caracterizadas pela determinagdo da faixa de
fusdo, quando soélidas, e analise de seus espectros no infravermelho e de ressonancia
magnética nuclear de 'H e "°C, juntamente a andlise do subsespectro DEPT-135. Os
principais dados utilizados para caracterizar inequivocamente cada produto serdo

discutidos a seguir.

5.2.1 Caracterizacdo das substancias pela faixa de fusao

Na Tabela 5.2 estd ilustrada uma comparacdo das faixas de fusdo medidas para as
substancias preparadas neste trabalho com as faixas de fusdo relatadas na literatura. Na
maioria dos casos, as faixas de fusdo determinadas sao proximas aos dados da literatura,
como, por exemplo, para as substancias 16a, 22 e 25. Para as substancias 16b e 20b os
valores encontrados foram maiores do que os relatados por Solomon e colaboradores
(SOLOMON; HU; LEE, 2010) e isso pode estar relacionado as condi¢des de

cristalizacdo e possivel formagao de diferentes polimorfos.

Os pontos de fusdo das substancias 19a e 19b na forma de cloridrato ndo foram
comparados aos valores descritos na literatura, uma vez que as sinteses relatadas via
reacdo da 4,7-dicloro-quinolina com a diamina correspondente levam ao produto na
forma de amina ndo protonada. Embora as substancias 20a, 21a ¢ 21b ndo sejam

inéditas, suas faixas de fusdo nao foram relatadas na literatura.
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Tabela 5.2 — Faixas de fusdo determinadas para as substancias sintetizadas e faixas de
fusdo relatadas na literatura (continua)

R
Ponto de
AN Ponto de fusdo
Codigo fusdo relatado na Referéncia
- medido (°C) literatura
Cadeia lateral R =
NH 212,8 — (MELATO et al.,
16a Hagy ~ ™0OH 214.5 213 -215 2007)
NH OH 148,8 — (SOLOMON; HU;
16b Mgy ~ N 150.1 140 — 142 LEE, 2010)
NH 139,5 — (CHIYANZU et al.,
17a g~ “OMs 141.7 138 — 140 2003)
NH _OMs 124,0 — (SOLOMON; HU;
17b Mgy, ~ 1262 124 - 126 LEE, 2010)
NH 152,3 - (DE SOUZA et al.,
18a Mg, ~ N 154.9 145 — 147 2009)
NH N3 144,4 — (FISHER et al.,
18b g, ~ N\ 146,0 144 2014)
19a %NH\/\NH 5 23 19 157_ Nao relatada na forma de cloridrato
19b g, NH_~ N2 129 g igl_ Nio relatada na forma de cloridrato
g N 142,5
20a L/\ L Nao relatada
1) 144,1
~
‘ 0O
129,6 — B (SOLOMON; HU;
20b NH N 130,8 18 —120 LEE, 2010)
gy
NH
Mg~ N 136,5 - -
2la L 1390 Nao relatada
Nao relatada
21b NH N 1? 07§6 4_ na forma de
g~ S ’ base livre
>z (MOTIWALA;
126,6 — KUMAR;
22 %N&\ | 128,3 128-130 " cHAKRABORTI,

2007)
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Tabela 5.2 — Faixas de fusdo determinadas para as substancias sintetizadas e faixas de
fusdo relatadas na literatura (conclusao)

R
Ponto de
[ Ponto de fusdo
Codigo fusdo relatado na Referéncia
~ medido (°C) literatura
Cadeia lateral R =
P
NH ) 183,8 — Substancia
A 1 NL/\ 185,6 inédita
0
~_-oH
N ~
24 @ 117-119,1  111-112 (GUAIZ\IOTI‘;‘;“"I"
",
25 %N H\/\\ 1115(’)18_ 123 — 125 (DE SCz)BJOZ9? et al.,

5.2.2 Caracterizacdo das substancias por infravermelho

Na analise do espectro na regido do infravermelho de 16a, 16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25 sdo
observadas bandas referentes aos deformagdes axiais de N-H e C-H alifaticos ¢
deformacao axial C-O (Tabela 5.3). Estas bandas evidenciam a formagdo dos
compostos, ja que constituem as principais diferengas na estrutura quando comparado

ao material de partida.

Tabela 5.3 — Numeros de onda de algumas bandas selecionadas nos espectros no
infravermelho de 16a, 16b, 20b, 22, 23,24 e 25

Numero de onda © (cm_l)

Atribuicdo
16b 16a 200 22 23 24 25
N-H 3317 3306 3210 3210 3200 3259
, 2064, 2049, 3021,
spr GH 1 2881 58 agsa 933 008 5993 2940
C-N 1429 1431 2835 1451
C-0 1065 1063 1112 1107 1051
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No espectro no infravermelho das substancias 16a e 16b a banda larga de deformacao
axial da hidroxila aparece sobreposta a banda de deformacao axial de N-H. No espectro
no infravermelho da substincia 22 observam-se, além das bandas caracteristicas
apresentadas na Tabela 5.3, duas bandas de intensidade similar em 746 cm’! e 768 cm'l,
caracterizando um padrao de benzeno monosubstituido. No espectro no infravermelho
de 23 observa-se uma banda intensa em 1651 cm™, caracteristica de deformagéo axial
de carbonila de amida e uma banda em 1107 cm™, caracterisica de deformagcio axial de
C-0. A presenca destas bandas, junto as bandas caracterisicas de N-H e C-H sp’, em
comparacao ao espectro do material de partida, sdo evidéncias da formacao do produto

desejado.

Na andlise do espectro no infravermelho de 17a e 17b observa-sea auséncia da banda
larga caracteristica de deformagdo axial de O-H presente nos espectros de 16a ¢ 16b,
ainda que sobrepostas. Adicionalmente, observam-se duas bandas intensas,
caracteristicas de deformacdo axial simétrica e assimétrica de S=O. Estas bandas
apresentaram maximos de absor¢cdo em 1343 cm” e 1168 cm™ para 17a e 1345 cm’” e

1666 cm™ para 17b.

No espectro no infravermelho de 18a e 18b nio estdo presentes as bandas caracteristicas
de grupos sulfonila, que, aliado a presenca de bandas intensas caracteristicas de
deformacio axial do grupo azido em 2125 cm™'e 2092 cm'para 18a e 2098 cm™ para

18b, sdo indicios da formac¢ao dos produtos desejados.

A auséncia das bandas de deformagdo axial do grupo azida nos espectros no
infravermelho de 19a e¢ 19b sdo bom indicativo da redugdo desse grupo.
Adicionalmente, observam-se bandas caracteristicas de amina primaria protonada como

uma banda larga em 2875 cm™'no espectro de 19a e em 2973 cm™' no espectro de 19b.

Na andlise do espectro na regido do infravermelho de 20a, 21a e 21b verifica-se a
auséncia das bandas caracteristicas de grupos sulfonila em comparagdo com os
materiais de partida 17a e 17b. Nos espectros de 21a e 21b verifica-se também a
auséncia das bandas de deformagdo axial C-O presentes nos materiaias de partida 17a e
17b. Estas alteragdes nos espectros na regido do infravermelho das substancias 20a, 21a

e 21b em relagdo aos espectros dos materias de partida indicam que o grupo



metanosulfonila foi deslocado com sucesso.

5.2.3 Caracterizacdo das substancias por RMN

5.2.3.1 Dados de RMN do anel quinolinico
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Os deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios do sistema quinolinico

das substancias sintetizadas neste trabalho estdo descritos na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios do anel
quinolinico nos espectros de RMN de 'H das substancias preparadas neste trabalho

Cadeia lateral R =

(continua)

10N

AN /;sx

Deslocamento quimico (ppm)

H-2 H-3 H-6 H-7 H-9
NH
g, " “OH 8,34 6,50 8,29 7,45 7,79
16a
NH OH
Mg~ N 8,37 6,46 8,23 7,42 7,78
16b
NH
"y~ “OMs 8,43 6,60 8,26 748 7.81
17a
NH OMs
Mg~ N 8,44 6,57 8,30 7,50 7.81
17b
NH
g, " “Nj 8,52 6,40 771 7,34 7.95
18a
NH_~ N3
g 8,52 6,40 7,66 7,34 7,94
18b
NH
Mg, ~ “NH, 8,24 6,74 7.93 745 7,61
19a
NH NH
Mgy~ N 8,15 6,66 7.88 7.40 7,57
19b
%N“\/\N/\
8,39 6,49 8,22 7.45 7.78

(o

20a
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Tabela 5.4 — Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios do anel
quinolinico nos espectros de RMN de 'H das substancias preparadas neste trabalho

(conclusao)
R
6 4
7 > 3
Cl N
8 5107
Deslocamento quimico (ppm)
Cadeia lateral R = H-2 H-3 H-6 H-7 H-9
0
%NWN\) 8,38 6,47 8,23 744 177
20b
gy N~y
8,39 6,48 8,20 7,44 7,77
2la
%NH\/\/I‘O 8,37 6,44 8,20 7,42 1,77
21b
NH\/© 8,50 6,44 7,76 m 7,98
"
22
P
NH
K N 8,40 6,42 8,19 747 7,82
0
23
%N\) 8,48 7,17 7,93 7,56 7,80
24
NH
My~ N 8,38 6,47 8,23 7,44 7,77
25

O sinal referente ao hidrogénio H-2 aparece como um dupleto entre 6 8,15 ppm e 8,50
ppm, sendo o sinal com maior deslocamento quimico em todos os espectros obtidos.
Este hidrogénio ¢ desprotegido pelo efeito anisotropico do anel aromatico e pelo efeito
indutivo retirador de elétronsdo nitrogénio vizinho. Em todos os espectros obtidos o
sinal referente a H-2 esta acoplado ao sinal referente a H-3, resultando em um dupleto
com constante de acoplamento de, aproximadamente, 5 a 7 Hz. O sinal referente a H-3

aparece entre 0 6,42 ppm e 0 7,11 ppm, consistindo no sinal mais protegido do sistema
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quinolinico.

Os sinais referentes aos hidrogénios H-6 e H-7 aparecem entre 6 7,66 ppm e 6 8,30 ppm
e 0 7,34 ppm e 6 7,50 ppm, respectivamente. Em todos os espectros obtidos foi
verificado acoplamento entre H-6 ¢ H-7 com constantes calculadas entre 8,9 Hz e 9,1
Hz. Nos espectros das substancias 20b, 23 ¢ 24 o sinal referente ao hidrogénio H-7
aparece como um dupleto largo. Em todos os outros espectros o sinal referente a H-7
aparece como um dupleto duplo, com uma constante de acoplamento J com H-9 de 2,2
Hz a 1,2 Hz. O valor da constante de acoplamento entre os hidrogénios H-7 ¢ H-9 ¢

tipico de hidrogénios aromaticos em relacao meta.

O sinal referente ao hidrogénio H-9 aparece entre 6 7,57 Hz e 7,98 Hz. Nos espectros
obtidos das substancias 16b, 17b, 18a e 22 o sinal referente a H-9 aparece como um
simpleto. Em todos os outros espectros o mesmo sinal aparece como um dupleto em

razao do acoplamento com o sinal de H-7, conforme ja descrito.

Os deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos carbonos do sistema quinolico das

substancias sintetizadas neste trabalho estao ilustrados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos carbonos do anel
quinolinico observados nos espectros de RMN de '*C das substincias preparadas neste
trabalho (continua)

R
6 5 4
7 N3
Cl N/
8 9 10 1
Deslocamento quimico (ppm)
c2 C3 CC"_‘I‘:)“ C-5 C'g_ N
Cadeia lateral R = (CH)  (CH) (Cipso) (Cipso) (CH) (Cipso)  (CH)
NH 152,0 125.9
g~ “OH 153,6 1004 ou 1192 ou 1351 1292
16a 150,8 125,7
NH OH 150,2 1240
My~ N 1518 985 ou 1174 ou 1334 1273
16b 148,9 124.0
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Tabela 5.5 — Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos carbonos do anel
quinolinico observados nos espectros de RMN de "°C das substancias preparadas neste
trabalho (continuagao)

R
6 5 4
7 ~ 3
=2
Cl N
8 9 10 1
Deslocamento quimico (ppm)
c2 C3 Cé‘_‘l‘(’)“ C-5 C'g_ L8 C9
CadeialateralR= W D G gy G (CH)
NH 150.5 124.9
9 b Ou 9 Ou 9 b
gy~ “OMs 151,8 993 117.7 1342 1275
17a 148,9 124,4
NH OMs 151,0 124.9
gy~ N 1512 99,1 ou 1175 ou 1345 1266
17b 147.8 124,7
NH 149.5 125.9
My~ “Nj 151,0 994 ou 1175 ou 1354 1289
18a 149,2 121,8
NH N 149.9 125.5
gy~ N 1520 990 ou 1171 ou 1350 1288
18b 149,1 121,0
157.3 125.3
(C-3) (C-5)
NH 140,8
g~ “NHy | 1440 997 408 [i64 ou 1290
19a ou 120,3
139,0
139.0 (C-6)
(C-9)
155,7 123.8
(C3) (C-3)

NH NH, 139.2
My~ N 142,1 982 1392 1149 ou 1273
19b ou 118,8 137.6

137.6 (C-6)
(C-9)
NH\/\
g, N/\ 150,5 124.5
K/O 1521 99,1 ou 1177 ou  133,9 1277
149.2 124.2
20a
(\O‘ 152,0 125,9
NH\/\/N\) 153.4 1004 ou 119,01 ou 1353 1290
s, 150.5 125.8

20b
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Tabela 5.5 — Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos carbonos do anel
quinolinico observados nos espectros de RMN de "°C das substancias preparadas neste
trabalho (conclusao)

7

\/-r-»jU

3
2
cI"s N

9101

Deslocamento quimico (ppm)

c2 C3 Cé‘_‘l‘(’)“ C-5 C'g_;’” c8 €9
(CH) (CH) (Cipso) (Cipso) (CH) (Cipso) (CH)

NH
Mgy~ N 1518 125.9
1537 1005 ou 1192 ou 1351 1293
150,8 125.6
21a

Cadeia lateral R =

1504 124.3
NH N. 1523 989 ou 1178 ou 1337 1278
Mgy~ NN 149.4 127.8
21b
149.8 125.6 128.5
NH 15,7 997 ou 1171 ou 1351  ou
gy " 148.8 121.2 128.0

NH\)J\ 1504 124.8
g, N/\

152,2  100,1 ou 117,7 ou 133,8 127,9

0 149,2 124,1
23
(\N/\/OH 1567 1264
N \) 152,5 109.6 gg('fg 121,7  ou  133,9 1284
Mg, ’ 126,0
24 (C-9)
NH 149,9 125,5
gy N 150,8 98,6 ou 1167 ou 1356 1268
25 147,0 121,8

O sinal referente ao carbono C-2 ¢ observado entre 6 142,1 ppm e & 153,7 ppm, sendo o
sinal mais desprotegido do sistema quinolinico, exceto nos espectros das substancias
19a, 19b e 24. A explicagdo para essa diferenca de deslocamento quimico de C-2 esta
relacionada ao fato das substancias 19a e 19b terem sido isoladas na forma de

cloridrato. A presen¢a de um nitrogénio protonado vizinho a C-2 exerceu um efeito de
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protecdo sob esse carbono. O sinal referente ao carbono C-3 aparece entre 6 98,5 ppm e
6 100,5 ppm. Este ¢ o sinal mais protegido do anel quinolinico em todos os espectros

obtidos.

Os sinais referentes aos carbonos C-4 ¢ C-10 aparecem entre & 149,5 ppm e 6 152,0
ppm e ndo puderam ser inequivocamente atribuidos em razdo da proximidade de seus
deslocamentos quimicos. Os sinais referentes ao carbonos C-4 e¢ C-10 sdo mais
desprotegidos pelo efeito indutivo do nitrogénio vizinho a esses carbonos. Os sinais
referentes aos carbonos C-6 ¢ C-7 entre 6 121,0 ppm e & 125,9 ppm também nao
puderam ser inequivocamente atribuidos. Nesse caso seriam necessarios experimentos
adicionais para atribuicdo inequivoca. Experimentos como o Heteronuclear Multiple
Quantum  Coherence (HMQC) e Heteronuclear single-quantum correlation
spectroscopy (HSQC), que constroem curvas de nivel de correlagdo entre dois nucleos —

em geral entre protons e carbonos — poderiam, por exemplo, ser utilizados.

O sinal referente ao carbono C-8 aparece entre & 133,4 ppm e o 135,6 ppm,
desprotegido pelo efeito indutivo do cloro. A andlise do subespectro DEPT-135
permitiu diferenciar este sinal do sinal referente ao carbono C-9, ji4 que C-8 ¢ um
carbono nao hidrogenado (auséncia de sinal no subespectro DEPT-135) e C-9 constitui

um carbono metinico (sinal positivo no subespectro DEPT-135).
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5.2.3.2 Dados de RMN dos substituintes da cadeia lateral de 16a, 16b, 20b, 22, 23, 24,

25
0]
ok
OH \N/M
o " H
12 12 12
INE HN- 1 HN/ﬂ
6 4 6 4 6 4
7 5 N3 7 2R3 7/@5[ X3
2 72 ~y 2
8
Clﬁgtol}i CIngl}J Cl gml}l
16a 16b 20b
OH
15
14
14 K\O 13#
13 O N\)M
12 12 13 j12
HN HN- " N
7 XN 3 7 X 3 7 XN 3
~)2 ~J)2 ~)2
cl” 8 10N Cl™ 8 10 ClI" 8 10 N
9 1 9 1 9 1
22 23 24
12 13

Os sinais referentes aos hidrogénios presentes nas cadeias laterais das substancias 16a,

16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25 observados no espectro de RMN de 'H estdo resumidos na

Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 — Deslocamentos quimicos dos sinais referentesaos hidrogénios das cadeias
laterais das substancias 16a, 16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25

R
A
cl N/ Deslocamento quimico (ppm)
Ro N-H H-1I H-12 H-13 H-14 H-15
12
16 NH 330— 3,60- ] )
g, Sy OH 732 340 3,70
12
16b NH OH | 730 32- 150 357 . i
" Y Y : 340 :
AN
0
20a i 137 320 1g) 235 235- 3.50-
%NH\/\/N. 240 240 3,0
o |15
22 ] 730~ 730- 7,30
s AR 14 569 454 750 750 7.50
11 13
0
NH\)L 2 320— 3,20
23 AN 14 - o T -
Yy AN \ 7,34 420 370 370
e

R __OH

N ~ _ _

24 O 14 ) 3,30 314 247 3,30 ]
12

%N 3,60 3,60
11
12
25 NH 3526 - - -
% Tl/\iB 4,75 3.36 1,80 1,06

Nos espectros de RMN de 'H de 16a, 16b, 20b e 23 observa-se o sinal referente ao
hidrogénio N-H na regido de 6 7,30 — 7,40 ppm. Nos espectros de 16a ¢ 16b sinal
referente ao N-H, com area relativa de uma unidade, aparece como um tripleto
acoplado ao sinal referente aos hidrogénios metilénicos H-11. Nos espectros de 20b e
23 o sinal referente ao N-H aparece como um tripleto ndo resolvido em 6 7,37 ppm e
7,34 ppm, respectivamente. Estes espectros foram obtidos em DMSO deuterado,
solvente capaz de interagir com hidrogénios capazes de participar de interagdes de
hidrogénio. A interagdo dos oxigénios do DMSO com o hidrogénio N-H da molécula

reduz a liberdade de movimentacao do ntcleo do hidrogénio, facilitando a detecgao pelo
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aparelho do sinal referente ao 4&tomo e de possiveis acoplamentos. Nos espectros de 22 e
25, ambos obtidos em deuteroférmio, o sinal referente ao hidrogénio N-H, com integral
com valor relativo de 1, foi observado como um simpleto largo em & 5,69 ppm e 4,75

ppm, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos carbonos das cadeias laterais de
16a, 16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25 observados nos espectros de RMN de BC estdo

apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Deslocamento quimico dos sinais referentes aos carbonos das cadeias
laterais de 16a, 16b, 20b, 22, 23, 24 ¢ 25.

R
AN
_ Deslocamento quimico (ppm)
Cl N
_ c-11  C-12 C-13 C-14 C-15
NH 12
16a % \11/\OH 46,9 60,5 - - -
12
16b %NH\/\/OH 395 309 58,5 ; ;
11 13
o
20a 42,5 25,5 55,2 57,8 68,0
%NH\/\/N‘\/
o ]15
22 %NH Y 475 1372 1290 1275  128,0
11 13
\i 13 45,0 ou 45,0 ou
NH ‘
23 g 12 N/\M 44,1ou 1679 44lou 664 -
11
0 | 423 423

13
24 \) 14 53,3 52,1 58,9 60,5 -
12

25 g N 450 11,5 219 . .
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Na analise do espectro de RMN de "°C e do subespectro de DEPT-135 das substincias
16a, 16b, € 20b observam-se sinais referentes aos carbonos metilénicos da cadeia lateral
entre 0 25 ppm e 70 ppm. Os sinais mais desprotegidos da cadeia lateral aparecemem o
58,52 ppm, 60,47 ppm e 67,95 ppm e sdo caracteristicos de carbonosmetilénicos ligados

a oxigénios.

No espectro de RMN de *C de 22 podem ser observados sinais na regido de carbonos
aromaticos entre 6 128 ppm e & 138 ppm. Dois sinais de maior intensidade em 6 129,00
ppm e & 127,54 ppm sao referentes aos carbonos C-13 ¢ C-14, respectivamente e um
sinal de intensidade menor em aproximadamente 6 128 ppm refere-se ao carbono C-15.

Esses sinais sdo caracteristicos de grupo fenila monosubstituido e evidenciam a

formagao da substancia 22 (PAVIA et al., 2008).

No espectro de RMN de °C da substéncia 23 observa-se um sinal referente ao carbono
C-14 em J 66,44 ppm, deslocamento caracteristico de carbono metilénico ligado a
oxigénio. O carbono da carbonila C-12 aparece em o 167,28 ppm, fortemente
desprotegido pelo efeito indutivo do oxigénio. Os sinais em o 42,27 ppm, o 44,14 ppm e
0 45,00 ppm sdo referentes aos carbonos C-11, C-13a ¢ C-13b, mas ndo puderam ser
inequivocamente atribuidos. A energia de ativagdo para a rotacdo da ligagdo C-N de
uma amida ¢ grande o suficiente para que a velocidade desta rotacdo seja mais lenta do
que o tempo do experimento de RMN. Assim, durante a sequencia de pulso
eletromagnético, relaxagdo e aquisi¢ao, os nucleos dos carbonos C-13a e C-13b estdo
submetidos a um ambiente magnético diferente, o que resulta em um deslocamento
quimico diferente. O mesmo efeito ndo pdde ser observado no espectro de RMN de 'H
devido a sobreposicdo dos sinais referentes aos hidrogénios H-13 entre si e
sobreposi¢do também com o sinal referente a H-14. Bazargani e Tafarzzoli (2013)
utilizaram espectros de RMN de "*C para determinar a energia de ativagio da rotagio da
ligacdo C-N na 4-(fenil-acetil)-morfolina (Figura 5.5), obtendo o valor de 97,4 kJ/mol
(BAZARGANI; TAFAZZOLI, 2013). A N-(fenilacetil)-morfolina possui similaridade
estrutural com a substancia inédita 23. Assim € possivel que a rotagdo da ligagdo C-N
da amida de 23 também seja lenta o suficiente para serem observados sinais distintos
referentes aos carbonos C-13a ¢ C-13b. O sinal referente a H-14 aparece como um

unico sinal em & 66,44 ppm. A influéncia do efeito de anisotropico gerado pela
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carbonila sobre o deslocamento quimico do sinal de um nucleo estd diretamente
relacionada a distancia que os separa. Assim, H-14 nao ¢ afetado em extensado suficiente

para provocar o desdobramento dos sinais.

Figura 5.5 — Estrutura da N-(fenilacetil)-morfolina, substancia estudada por RMN de
BC por Bazargani e Tafarzzoli (2013)
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O sinal referente ao carbono C-14 aparece como um unico sinal para ambos os nucleos,

pela mesma razao discutida para o sinal referente a H-14.

No subespectro DEPT-135 de 25 observam-se dois sinais de carbonos metilénicos
(sinais negativos) em 0 45,01 ppm e & 21,90 ppm e um sinal de carbono metilico (sinal
positivo) em 6 11,51 ppm. Estes sinais, com deslocamentos quimicos caracteristicos do

grupo propila ligado a nitrogénio, evidenciam a formagao do produto desejado.

5.2.3.3 Dados de RMN dos substituintes da cadeia lateral de 17a e 17b

13
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No espectro de RMN de 'H de 17a e 17b observam-se sinais referentes aos hidrogénios

do grupo metanosulfonila como simpletos em 3,16 ppm e 3,20 ppm, respectivamente.

Na anélise dos espectros de RMN de "C, juntamente a analise dos subespectros de
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DEPT-135, de 17a e 17b observam-se sinais referentes aos carbonos do grupo metila
em o 37,11 ppm e & 36,96 ppm, respectivamente. Adicionalmente, os sinais referentes
aos carbonos ligados ao oxigénio apresentaram deslocamento quimico maior nos
espectros dos compostos mesilados 17a e 17b em comparacdo aos dos materiais de
partida 16a ¢ 16b (Tabela 5.8). Esta alteracao ¢ compativel com o maior efeito indutivo

retirador de elétrons do grupo metanosulfonila em comparagdo a hidroxila.

Tabela 5.8 — Comaparacao dos deslocamentos quimicos do sinal referente ao carbono
ligado ao oxigénio nos alcodis de partida 16a e 16b em relagdo aos compostos
mesilados 17a e 17b

R

13

Deslocamento quimico (ppm)

Substancia
R= C-12 C-13
-OH 58.5 60,5
-0OS0O,CH; 68,7 68,2

5.2.3.4 Dados de RMN dos substituintes da cadeia lateral de 18a e 18b

N3
N 13
12 3 12
11
HN
6
s 4
TN N3
| ~)o
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Cl 8 10 N
9 1

18a 18b
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Na analise dos espectros de RMN de 'H, '°C ¢ DEPT-135 de 18a ¢ 18b verifica-se a
auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos de grupos metila .Verifica-se
também a mudanca de deslocamentos quimicos dos carbonos ligados ao grupo azido em

18a ¢ 18b em comparacao aos carbonos ligados ao grupo metanosulfonila em 17a ¢ 17b

(Tabela 5.9).

Tabela 5.9 — Comaparagao dos deslocamentos quimicos dos sinais referente aos
hidrogénios e carbonos ligados aos grupos metanosulfonila em 17a e 17b em relagdo
aos derivados azido 18a e 18b

R
R
13
1 12
P!
= 1
cr7 9 "N

8

Deslocamento quimico (ppm)

Substiancia
R= C-12 H-12 C-13 H-13
-0OS0O,CH; 68,2 4.4 68,7 4.4
'N3 5090 3,7 49,6 3,5

Com base nos dados apresentados na Tabela 5.9 pode-se observar a diferenca de
deslocamento quimico dos sinais referenets aos hidrogénios e carbonos vizinhos aos
grupos metanossulfonila e azido das substancias 17a, 17b e 18a, 18b, respectivamente.
Os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos vizinhos ao grupo metanossulfonila sdo
mais desprotegidos do que aqueles ligados ao grupo azido em ambas as substancias. O
efeito retirador de elétrons do nitrogénio ¢ menor do que o mesmo efeito do oxigénio,

devido a diferenca de eletronegatividade.
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5.2.3.5 Dados de RMN dos substituintes da cadeia lateral de 19a e 19b

NH; &
@ o 3
NH3C| 13
12 12
HN N~
7 : 3 : ° 5 4
NG 7 N3
8 )2 ~A0
10 8
Cl 5 f1\1 Cl : 10 [}l
19a 19b

Nos espectros de RMN de 'H de 19a ¢ 19b na forma protonada observam-se que os
sinais referentes ao hidrogénios vizinhos ao grupo amino encontram-se mais
desprotegidos quando comparados aos dos derivados azido correspondentes. Em 18a, o
sinal referente a H-12 aparece como um tripleo em o 3,66 ppm, ja no espectro de 18a o
sinal do hidrogénio correspondente aparece como um tripleto em o 3,31 ppm. Os
mesmos nucleos das moléculas de 18b e 19b aparecem como tripletos em 83,52 ppm e

03,04 ppm, respectivamente.

Finalmente, os espectros de RMN de 'H das substincias 19a e¢ 19b foram obtidos em
D,0 e ndo se observam sinais dos hidrogénios ligados a nitrogénio. Isto ocorre devido a
troca dos hidrogénios acidos por nucleos de deutério oriundos do solvente. O nticleo de
deutério ressoa em uma frequéncia muito diferente em comparagao ao hidrogénio e nao
¢ detectado no experimento de RMN de 'H. A auséncia dos sinais dos hidrogénios N-H
dos espectros das substancias 19a e 19b modificou a multiplicidade do sinal referente

ao hidrogénio H-11 em comparagdo aos espectros obtidos em DMSO-ds.
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5.2.3.6 Dados de RMN dos substituintes da cadeia lateral de 20a, 21a e 21b

N | N
13 13
11 1

HN HN
6 4 [ |4
7 | '\ \ 3 7 | \ \ 3
i - 2 i >
Cl7s 10N CIMO\I}I ?
20a 21a
16
/jﬁ
~n-
.
12
HN -
6 . s
7 3
~ 2
Cl™ 8 10 "N
9 1
21b

Na Tabela 5.10 estao apresentados os sinais referentes aos carbonos e hidrogénios que

evidenciam a formacao das substancias 20a, 21a ¢ 21b.
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Tabela 5.10 — Deslocamento quimico dos sinais referentes aos carbonos e hidrogénios
evidenciando a formag¢do dos produtos 20a, 21a e 21b.

. Deslocamento Deslocamento
Substincia .. , .
quimico (ppm) quimico (ppm)
9
J/NJ “ | H-13 2,44 C-13 53,7
HN 1
oS
AN H-14 3,57 C-14 66,6
20a
‘ H-13 2,30 -2,60 C-13 58,2
12 ’OM
HN!
s . la H-14 1,30 —-1,60 C-14 25,8
7 N3
AL
2la
H-15 1,30 - 1,60 C-15 24,2
(j H-14 3,20 — 3,40 C-14 54,5
\N 14
HNK H-15 3,20 - 3,40 C-15 26,0
7 | J\"' \4\ 3
I 9/(3 r;n'ﬁz
21b H-16 1,30 - 1,60 C-16 24,5

Na analise dos espectros de RMN de 'H de 20a, 21a ¢ 21b observa-se, inicialmente, a
auséncia dos sinais referentes aos carbonos CHj; dos grupos mesil, presentes nos
esperctros das substancias 17a e 17b. Isto sugere que o grupo metanosulfonato foi

deslocado.

Os sinais referentes aos hidrogénios dos anéis piperidinicos em 21a e 21b e morfolinico
em 20b aparerem entre cerca de o 3,5 ppm e o 1,3 ppm. Observa-se, especialmente, o
sinal referente a H-14 no espectro de 20b, que aparece em o 3,57 ppm devido ao efeito

indutivo do oxigénio. Nos espectros de 21a e 21b observam-se os sinais referentes aos
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hidrogénios H-15 e H-16, respectivamente, que aparecem como multipletos entre 6 1,30

ppm e o 1,60 ppm, mais protegidos de ambos os espectros.

Na analise dos espectros de RMN de BC de 20a, 21a ¢ 21b observa-se, similarmente, a
auséncia dos sinais referentes aos carbonos CHjs dos grupos mesil, também sugerindo
que o grupo metanosulfonato tenha sido deslocado. Os sinais referentes aos carbonos
dos anéis mofrolinico e piperidinico podem ser observados. Os sinais referentes aos
carbonos do anel morfolinico aparecem em & 53,7 ppm, & 58,2 ppm e & 66,6 ppm no
espectro de 20a. Os sinais referentes aos carbonos do anel piperidinico aparecem em o
58,2 ppm, & 25,8 ppm e & 24,2 ppm no espectro de 21a e o 54,5 ppm, 6 26,0 ppm € O
24,5 ppm no espectro de 21b.

5.3 Resultados de inibicao enzimatica

Os derivados quinolinicos sintetizados 16a a 25 foram avaliados, na concentragdao de
100 uM, em ensaios bioquimicos contra as enzimas cruzaina e rodesaina. Na Tabela
5.11 estdo apresentados os resultados obtidos. Para os compostos que foram capazes de

inibir a atividade da enzima em mais que 60%, a Cls foi determinada.
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Tabela 5.11 — Inibicdo da atividade das enzimas cruzaina e rodesaina e Clsy dos

compostos mais ativos. (continua)

Cruzaina Rodesaina
R
Inibicdo a Inibicdo a
~
ol N7 100uM  ClyuM)  100um Clso (M)
R (%) (%)
160, NH_ o~ | S9THLI 61838 606547 ST8+118
7 NH OH
6b NN 67,1445 278+97 627+44 71,6+3.9
17a %NH\/\OMS 56,7+ 5,6 ] 662+3,6 650=10,6
17 g SO 4417 . 48,1 +3,0 -
NH
18 g NN, | ST7£09 ] 67434 497480
185 g S 66,05 11,1 547+124 625448 744115
19a* NH_~ 439+1,7 ]
gy NH> SORRE 61,9481 1255+04
19b* NH__~__NHy | 39,1439 - 53,0 + 4,4 -
gy
20a K\IO 56,1+7,5 40,8+2,7 60,7+38 60,8+3.3
-~
~
20b ) 882+13 147+1,5 50,6+49
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Tabela 5.11 — Inibicdo da atividade das enzimas cruzaina e rodesaina e Clsy dos
compostos mais ativos. (conclusao)

Cruzaina Rodesaina
R
Inibicdo a Inibicdo a
NS
o N7 100uM  Clyy M)  100um Clso (M)
R- (%) (%)
NH

% \/\N/
2la L 43,3 +3,8 - 56,1 £4,7 -
21b NH |E 534+39 - 60,8 + 2,7 -

% ~ N

-
22 NH ~ | 65,1+£4,6 439+7,7 712+38 342+0,1
0
ny_L
23 % N/)\' 55,0+34 - 61,146 475+59
.

24* N\) 42,6+ 0.4 - 52,5+49 -

gy

NH

25 g~ N 53,4+6,0 - 49,2+3,5 -

*: amostras solubilizadas em tampdo acetato de soédio 1M pH 35,5. Para tais compostos, todos os

controles de inibi¢do negativa foram feitos com a mesma solug¢do tampdo.

Cinco compostos, 16a, 16b, 18b, 20b e 22, dentre os 16 testados, tiveram a Cls, contra
cruzaina determinada. Dentre estes destaca-se a aminoquinolina 20b, com a estrutura
mais proxima do do protétipo das indolpirimidinas (Figura 5.6) e Clso de 14,7 uM.
Comparando-se esse dado com o valor de Clsy do protétipo, de 2,5 uM, verifica-se que
a estratégia de simplificacdo proposta reduziu um pouco a poténcia. Por outro lado,

verificou-se que a reducdo da Clsy foi de cerca de 5 vezes, uma perda de poténcia
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aceitavel em estagios iniciais de desenvolvimento de prototipos bioativos. A
aminoquinolina 16b, a segunda mais ativa com Clso de 27,8 uM, apresenta uma
atividade proxima a 20b, com uma estrutura ainda mais simples, ja que ndo apresenta o
anel morfolina.

Figura 5.6 — Estruturas quimicas da substancia 20b, mais ativa da série contra a
cruzaina, e da indol-pirimidina 15, protétipo do estudo.
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Comparando as estruturas de 20b, 16b e¢ 18b com 20a, 16a ¢ 18a, verifica-se a
importancia do comprimento da cadeia lateral para a atividade nesta série. A reducao da
cadeia de trés para dois atomos de carbono resultou em uma redugdo significativa da
atividadee com uma capacidade de inibi¢do de 88% a 100 uM para 20b para uma
substancia pouco ativa a 100 puM (56% de inibi¢do para 20a). Similarmente, as
substancias apresentado uma hidroxila demonstraram a mesma tendéncia na atividade
com a variagao do tamanho da cadeia, sendo que 16b apresentou Clsy de 27,8 uM e 16a

apresentou Clsy de 61,8 uM, uma perda de poténcia de quatro vezes.

A comparacdo das estruturas e atividades de 20b com 21b mostra também a
importancia da presenca de um atomo de oxigénio no anel ligado a cadeia lateral. A
substancia 20b apresentou inibi¢do de 88 % a 100 uM enquanto 21b inibiu 53% na
mesma concentracdo. A substituigdo da morfolina pela piperidina, portanto, resulta
numa perda da atividade. A mesma analise pode ser aplicada para as substancias 20a e

21a, s6 que, nesse caso, menos evidente, ja que ambas apresentaram atividade reduzida.
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A presenga da hidroxila na cadeia lateral também parece contribuir. Comparando 16b e
16a com 19b e 19a, onde a hidroxila ¢ substituida por uma amina primaria, verifica-se
reducdo do percentual de inibicdo a 100 uM de 67 % para 39 % e 60 % para 44 %,
respectivamente. Mais um indicio da importancia da presenca do grupo hidroxila na
cadeia laterial pode ser evidenciado comparando-se a atividade de 16b, que possui
hidroxila na cadeia, com a atividade de 25, que ndo possui este substituinte. Nesse caso,

verifica-se, também, uma pequena reducdo relativa de na atividade.

A presenca de um grupo amida na cadeia lateral de 23 resulta em uma rigidificagao da
estrutura em relagdo a 20a, que apresenta uma amina nessa posi¢ao. Essa modificagao
estrutural ndo afetou a atividade de 23 em relagdo a 20a (55% de inibigdo contra 56%).
Adicionalmente, o nitrogénio do grupo amida de 23 ¢ muito pouco basico e ndo estard
protonado na condi¢do de ensaio (pH = 5,5). O nitrogénio da amina terciaria de 20a, por
outro lado, ¢ basico e, provavelmente, estara protonado na condi¢do de ensaio. A
atividade inibitoria muito similar de ambas as substancias pode indicar que a protona¢ao
no nitrogénio da cadeia ndo ¢ fundamental para a interacdo destas substincias com a

enzima. Mais variagdes precisam ser testadas para reforcar ou refutar esta proposta.

A partir dos resultados de inibigdo para a rodesaina ¢ possivel observar que toda a série,
de uma maneira geral, foi mais ativa contra esta enzima. A inibicdo média a 100 uM
para todas as substancias foi de 60 %. Comparativamente, somente cinco substancias
atingiram 60% de inibicdo a 100 uM contra a cruzaina, enquanto que contra a rodesaina
um total de dez substincias apresentaram atividade nessa mesma concentragio. E
possivel que esta diferenca esteja ligada ao menor impedimento do sitio ativo da
rodesaina, especialmente no subsitio S2, possivel local de interagdo das substancias da

série.

A reducdo do grupo azido em 18a (Clso = 49,7 uM) para amina em 19a (Clso = 125,5
uM) resultou em uma redugdo de 2,7 vezes na atividade. O composto 18a foi o terceiro

mais ativo da série contra a rodesaina.

Similarmente ao efeito observado para a cruzaina, a substituicado de uma amina terciaria
pela amida tercidria correspondente praticamente nao influenciou na atividade de 23 em

relacdo a 20a (Figura 5.7). A substancia 23, a Unica inédita da série, apresentou
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atividade moderada contra a rodesaina, com Clsy de 47,5 pM.

Figura 5.7 — Estruturas quimicas das substancias 20a e 23.
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Comparando os resultados das mesmas substancias contra ambas as enzimas ressalta-se,
primeiramente, a atividade apresentada pela substancia 22. Esta foi a substancia mais
ativa da série contra a rodesaina e apresentou atividade também contra cruzaina, com
Clso de 34,2 uM e 43,9 uM respectivamente. Nesse caso, a atividade de 22 contra ambas
as enzimas foi muito semelhante. O composto 16a apresentou padrdo similar, com
atividade préxima, porém menor, para ambas as enzimas: Clsy de 61,8 uM contra a

cruzaina e Clso de 57,9 uM.

Algumas variagdes de atividade das substancias contra as enzimas também sdo
expressivas, como a inibi¢do bastante seletiva de 20b e 16b contra cruzaina. A
substancia 20b apresentou inibi¢do de 88% al00 uM contra cruzaina e 51% na mesma
concentracdo contra a rodesaina. A substancia 16b apresentou uma Clsy de 27,8 uM

contra a cruzaina e Clsy de 71,6 uM contra rodesaina, uma diferenca de 2,5 vezes.

Por outro lado, 19b e 19a apresentaram atividade maior contra rodesaina. A substancia
19b apresentou inibicdo percentual a 100 pM de 39% e 52% contra cruzaina e
rodesaina, respectivamente, enquanto que a substincia 19a apresentou inibicao
percentual de 44 % e 62 % contra cruzaina e rodesaina, respectivamente. O valor da
Clso de 19a contra a rodesaina, entretanto, foi de 125,5 uM, a mais alta entre as Clsg

determinadas neste estudo.
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5.4 Modo de inibi¢cao de 20b

Dentre as substancias testadas contra as enzimas cruzaina e rodesaina neste estudo, 20b
apresentou a melhor atividade. Esta substancia inibiu a cruzaina em ensaio sem
incubacdo apresentando inibi¢do a 100 uM de 88 % e Clso de 14,7 uM contra esta
enzima. Adicionamente, a substincia 20b ¢ a mais similar & indol-pirimidina 185,
prototipo da série. Por estes motivos, esta substancia foi escolhida para experimentos de

determina¢do do modo de inibi¢do contra a enzima cruzaina.

Quatro concentragdes de inibidor (3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM e 25 uM) foram
utilizadas, de forma que cada valor ¢ o dobro do anterior. Um dos ensaios ¢ feito na
auséncia de inibidor. Estas concentragdes foram escolhidas de forma que duas sdo
menores do que a Clsy (14,7 uM), uma delas € proxima a este valor e duas sdo maiores.
Esta faixa permite explorar desde situagdes de inibicdo quase total até nenhuma

inibigao.

Na Figura 5.8 estd apresentado o resultado deste experimento num grafico de
Michaelis-Menten, com curvas de regressdo nao-linear para um modelo competitivo,
enquanto na Tabela 5.12 estdo representandos os resultados desta regressio e na

Tabela 5.13 os dados individualizados para cada concentracao de inibidor.

Figura 5.8 — Grafico de Michaelis-Menten da substancia 20b contra a cruzaina com
regressao nao linear de modo de inibi¢do competitivo
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Tabela 5.12 — Estatistica da regressdo nao linear do modelo de inibi¢do competitivo
para todos os dados de 20b

Valor Desvio padrao
K, 0,5793 0,06215
K; 12,69 2,70
Vinax 115621 2156

Tabela 5.13 — Parametros cinéticos para as curvas de Michaelis-Menten em diferentes
concentragoes de inibidor

Concentracgdo

de inibidor (uM) Vinax Desvio padrdo K, aparente  Desvio padrdo
0 123587 3388 0,6990 0,0853
3,125 115751 4152 0,7594 0,1161
6,25 121410 4679 0,9444 0,1266
12,5 110622 4269 1,029 0,1563
25 102418 4631 1,215 0,2073

Para inibidores competitivos, a ligagdo deste e a ligacdo do substrato a um alvo sao
eventos mutuamente exclusivos. Isto pode significar que ambos os compostos se liguem
ao mesmo sitio. Uma vez que altas concentragcdes do substrato deslocam o inibidor do
sitio e vice versa, somente os termos dependentes da constante de Michaelis aparente
sofrem alteracao (HANS, 2008). Logo, a velocidade maxima, observada no plateu da
Figura 5.8 ndo muda com o aumento da concentracdo de substrato, assim como a

excentricidade da hipérbole ¢ alterada pela mesma variagao.

Na analise da Tabela 5.13 observa-se que o K,,, aparente aumenta com o aumento da
concentracdo de inibidor. A constante de Michaelis (K,) ¢ inversamente proporcional a
afinidade da enzima pelo substrato. Uma vez que um inibidor competitivo somente se
liga a enzima livre, a afinidade aparente da enzima em solucdo serd reduzida,
aumentando o valor de K,, aparente, como observado. A velocidade maxima Vi, por

outro lado, sofre pequena alteragdo com o aumento da concentragdo de 20b. Uma vez
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que um inibidor competitivo pode ser deslocado da enzima, uma concentracao

suficientemente alta de substrato levara o sistema a velocidade maxima de reacao.

Os efeitos observados na Figura 5.8 também podem ser visualizados na Figura 5.9,
que apresenta a regressao dos dados de 20b para o modelo de Lineweaver-Burk. A
inclinacdo das retas depende do Ky, aparente, porém o intercepto em y, igual 4 V' ndo
depende (Equacao 5.1). Logo, observa-se um padrdo de retas com mesmo intercepto
em y, o que ocorre quando a atividade do substrato [S] tende a 0. O padrdo observado

neste grafico ¢ um forte indicio apontando para uma inibigdo competitiva.

1 1 K
— = + - (Equacio 5.1)

Vo Vmax Vmax [S]

Onde vy: velocidade inicial; V.« velocidade maxima da reacgao catalisada; K,:
constante de Michalis; [S]: concentracao do substrato

Figura 5.9 — Grafico duplo-reciproco de dados de 20b
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Na Figura 5.10 estd representado o grafico da variagdo de K, aparente, obtido por
regressao linear no grafico de Lineweaver-Burk, para diferentes séries de concentragdo
de inibidor, ¢ na Tabela 5.14 estdo apresentados os dados de regressdo para este
grafico. Para um inibidor com um mecanismo competitivo espera-se que esta relacao
seja expressa por uma equagdo linear e que o intercepto da reta em x seja -Ki. O K;

calculado por este método foi de 12,1 puM (Tabela 5.14), comparavel ao K;
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determinado por regressao nao-linear, com valor de 12,7 uM (Tabela 5.12).

Figura 5.10 — Variacao do K, aparente para diferentes concentragdes de inibidor
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Tabela 5.14 — Estatistica da regressao linear para dados da Figura 6.3
Valor Desvio padrao
Inclinacdo 0,07256 0,001847
Intercepto em X -12,12 -
R 0,9981 ;

5.5 Atividade tripanossomicida contra forma amastigotas e tripoamastigotas de 7.
cruzi e citotoxicidade

Na Tabela 5.15 estao mostrados os resultados da atividade tripanossomicida contra

cepas Tulahuen de 7. cruzi assim como os testes de citotoxicidade contra fibroblastos

L929 nao infectados.
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Tabela 5.15 — Resultados de atividade tripanossomicida contra forma amastigotas
intracelulares de 7. cruzi e citotoxicidade contra fibroblastos murinos. (continua)

R
~ CIsy sobre T. CIs sobre Indice de
. fibroblastos . .
P cruzi linhagem 1929 Seletividade
M, 1S) *
Cl N (uM) (M) (18)
R=
16a NH Inativo ND* -
g~ “OH
16D %NH\/\/OH Inativo ND -
17a NH 1264+ 7,8 332,49 >1,4
g~ “OMs
17b %N H\/\/C)Ms 17,5+ 2,1 79,4 4.5
18a NH Inativo 201,9 -
g~ “Ns
18b %NH\/\/f\b 137,9 £ 51,6 215,8 1,6
19 NH 77,5+ 11,6 <193,7 <21
g TN,
19b %N H\/\/NHZ Inativo ND -
NH\/\ 7
20a % N \ Inativo ND -
~
20b ()0 67,7+2,6 122,6 £ 57,9 1,8
%N"L/\/N\
2la % N 62,3 +29,1 69,7 + 32,8 1,1
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Tabela 5.15 — Resultados de atividade tripanossomicida contra forma amastigotas
intracelulares de 7. cruzi e citotoxicidade contra fibroblastos murinos. (concluso)

R
X CIsy sobre T. CIs) sobre Indice de
. fibroblastos . .
cruzi . Seletividade
al N/ (M) linhagem L929 (IS)*
# (M)

21b Kj 38,2+3,9 61,5+29,0 1,6

o'
22 D 37,2+4.8 46,5 1,25
%NH S

23 %NH\)LN /\ Inativo ND -

NS .
24 Inativo ND -
N
gy,
25 %NH\/\ 125,1 £ 54,8 228,2 + 80,2 2,3
Benznidazol 3,81 2.381 625

* ndice de seletividade: razdo entre Cls, sobre T. cruzi e Cls, sobre fibroblastos; “ Néao determinada

Com base nos resultados mostrados na Tabela 5.15 verifica-se, inicialmente, uma
atividade tripanossomicida significativa de trés substancias dessa série, 17b, 21b e 22,
com Clsy contra o parasito na regido de micromolar baixo. As substancias 21b e 22
apresentaram Clsy de 38,2 uM e 37,2 uM, respectivamente, uma poténcia cerca de dez
vezes menor em comparacao ao benznidazol, fArmaco utilizado como controle positivo.
A substancia 17b foi a mais ativa da série e apresentou Clsy de 17,50 uM, 4,5 vezes

menos potente se comparado benznidazol. Verifica-se também a atividade interessante
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de 20b, com Clso de 66,1 uM.

Por outro lado todos os compostos foram citotoxicos contra fibroblastos 1929, com
indices de seletividade de, no méaximo, 4,5 para 17b e, no minimo de 1,1 para 21a. Mais
estudos sdao necessarios para caracterizar o mecanismo de citotoxicidade de tais

compostos.

A comparagdo da atividade tripanossomicida com a atividade inibitéria contra a
cruzaina (Figura 5.11) mostra que ¢ possivel que algumas das substincias da série
apresentem outro mecanismo de acdo que ndo a inibicao desta enzima. Verifica-se, por
exemplo, a divergéncia entre as atividades de 17b e 19a que apresentaram os valores de
Clsy contra o parasito de 17,50 uM, 69,3 uM, respectivamente, porém apresentaram
baixa atividade inibitdria contra a cruzaina a 100 uM, com valores de 48,4 % e 43,9 %,
respectivamente. Ao mesmo tempo, observa-se a auséncia de atividade
tripanossomicida de 16a e 16b, substancias que apresentaram Clsy contra a cruzaina de

61,78 uM e 27,8 uM, respectivamente.

Figura 5.11 — Comparagao entre atividade tripanossomicida e atividade inibitoria frente
a cruzaina

100,0
T 90,0

80,0
120,0 I 0o
70,
1000 . I 60,0
1 1 I
80,0 L 50,0
I .

60,0 I 40,0
30,0

40,0
20,0
20,0 i 10,0
0,0 0,0

b 2 2

16a 16b 17a 17b 18a 18b 19a 19b 20a 20b 21a 21 3 24 25

ClI5g sobre T. cruzi (nM)
Inibicdo da atividade da cruzaina (%)

Substancia

B CI50 sobre T. cruzi (pM) ™ Inibigdo da atividade da cruzaina (%)

Entretanto, em alguns casos, observou-se uma boa correlagdo entre as atividades, como,
por exemplo, para a substancia 20b que apresentou Cls, contra a cruzaina de 14,7 uM e
Clsy contra o parasito de 67,7 uM. De forma similar, a substancia 22 apresentou Clsg
contra a cruzaina de 43,9 pM e Cls contra o parasito de 135 uM. E possivel que o

mecanismo de agdo antiparasitaria destas substancias seja a inibicao da cruzaina. Neste
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caso, a poténcia tripanossomicida in vitro de ambas sugere que esta série pode ser

promissora em estudos adicionais.

A substancia 22 foi preparada e testada contra 7. cruzi em estudo de Fonseca-Berzal e
colaboradores (2014). No tabalho conduzido por esses autores foi observada atividade
contra formas epiamastigotas do parasito, com Clsy de 6,55 uM, porém também foi
observada citotoxicidade contra fibroblastos NCTC-929, com IS de 3,71. Os resultados
relatados por Fonseca-Berzal e colaboradores sdo consistentes com os obtidos no

presente trabalho (FONSECA-BERZAL et al., 2014).

As formas amastigotas de 7. cruzi sdo encontradas em lisossomos de células nucleadas,
separadas de substancias com potencial tripanossomicida presentes no meio de cultura
por diversas barreiras biologicas. O coeficiente de particdo n-octanol/dgua ¢
frequentemente utilizado como uma medida da capacidade de uma substancia de
atravessar membranas biologicas (GIAGINIS; TSANTILI-KAKOULIDOU, 2008). O
coeficiente de particdo 1-octanol/dgua calculados para as substancias preparadas neste
trabalho, considerando meio aquoso tamponado em pH fisiologico, estdo apresentadas
na Tabela 5.16. Os calculos foram executados utilizando a suite Marvin, Marvin
5.9.21.0, 2015, ChemAxon (http://www.chemaxon.com). Uma comparagao entre estes

coefientes calculados e a atividade tripanossomicida esta apresentada na Figura 5.12.
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Tabela 5.16 — Valores de logD para cada uma das substancia sintetizadas. logD
calculados utilizando a suite ChemAxon Marvin.

Codigo logD . . Codigo logD ...
16a 1,28 20a 1,67
16b 1,34 20b 1,56
17a 1,17 2la 1,30
17b 1,27 21b 0,81
18a 1,98 22 3,70
18b 2,04 23 0,89
19a -0,98 24 1,35
19b -1,10 25 2,84

Figura 5.12 — Relagao entre logD e atividade tripanossomicida. Valores de logD
calculados utilizando a suite ChemAxon Marvin
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Observa-se que ndo ha correlagdo entre o logD., . € a atividade tripanossomicida para
esta série. Tanto substancias bastante hidrofilicas, como 19a e 21b, quanto as duas mais

hidrofobicas da série, 22 e 25, apresentaram atividade contra 7. cruzi.
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Observa-se que a substancia 22, mais ativa contra a enzima rodesaina ¢ também aquela
que apresenta 0 maior logD.,., com valor de 3,70. Considerando o estabelecimento de
uma infec¢do no SNC pelo 7. b. rhodesiense, um prototipo com baixo peso molecular e
possivel penetragdo na BHC seria de interesse. Pajouhesh e Lenz (2005) propoe alguns
critérios para uma substancia atravessar a BHC em extensdo apreciavel. Dentre estes
critérios estdo uma massa molar menor do que 450 Da, ClogP menor do que cinco e a
auséncia de grupos acidos (PAJOUHESH; LENZ, 2005). A substincia 22 atende a estes

critérios, de forma que ¢ possivel que esta substancia apresente penetracao na BHC.

5.6 Estudos de ancoragem molecular

5.6.1 Comparacdo das estruturas cristalograficas das enzimas cruzaina e rodesaina

Na Figura 5.12 estd ilustrada a sobreposi¢do entre estruturas tridimensionais e os sitios
ativos cristalograficos da cruzaina, estrutura PDB 3KKU, e rodesaina, estrutura PDB
2P86, apods preparadas para os estudos de ancoragem molecular. Na Tabela 5.17 estao
apresentados dados relativos ao alinhamento da sequéncia e estrutural das mesmas
estruturas cristalograficas Observa-se na Figura 5.12a a grande similaridade da
estrutura tercidria entre as duas enzimas, incluindo o posicionamento e orientagao da
triade catalitica. Na Figura 5.12b estdo ressaltadas as duas principais diferencas de
volume da regido dos subsitios S1', S1, S2 e S3. Observa-se o efeito da mutacao de
Glu208 na cruzaina para Ala208 na rodesaina. Adicionalmente na posicdo 69 da
rodesaina observa-se um residuo de Asn e na cruzaina um residuo de Asp, voltado para
a fenda catalitica. Essas diferencgas entre as duas enzimas resultam em um sitio ativo
mais impedido para a cruzaina, com um subsitio S2 mais profundo e hidrofobico. Ainda
assim, pode-se dizer que, para ambas as enzimas, os sitios ativos sdo bastante expostos,
especialmente os subsitios S1, S1' e S3. Na Tabela 5.17 pode-se observar também uma
grande similaridade e identidade da sequéncia e alinhamento excelente, com RMSD

residual abaixo de 0,5 A.



141

Figura 5.13 — (a) Sobreposi¢do de estruturas cristalograficas da cruzaina (3KKU) e
rodesaina (2P86), baseado em alinhamento dos carbonos alfa; (b) Mesmo alinhamento,
ressaltando Glu208, Asn69 e Leu67 da estrutura cristalografica da cruzaina em azul.
Superficie da rodesaina em rosa. Residuos Cys25, Leu67, Asn69 e Ala208 da rodesaina
representados com carbonos em cinza. Figuras preparadas no PyMOL.

(@)

(b)
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Tabela 5.17 — Dados estatisticos do alinhamento das estruturas cristaligraficas da
cruzaina (estrutura 3KKU) e rodesaina (estrutura 2P86) utilizando os carbonos a.
Alinhamento da sequéncia executado com algoritimo descrito por Smith e Waterman
(SMITH; WATERMAN, 1981), matriz de pontuagado BLOSUMSE0

Dado Valor

Identidade da sequéncia 70,2 %

Similaridade da sequéncia 87,4 %
Pontuacdo BLOSUMS0 846

Root-mean square distance (RMSD)

apos alinhamento estrutural 0,496

Adicionalmente, na Figura 5.13 esta representado o potencial eletrostatico na superficie
das enzimas cruzaina (Figura 5.13a) e rodesaina (Figura 5.13b). Verifica-se que existe
uma densidade maior de carga negativa no subsitio S3 da cruzaina e no S1' da
rodesaina, porém a tendéncia eletrostatica ¢ bastante similar. Em ambas as figuras esta
representado o resultado do célculo de potencial eletrostdtico para as mesmas

protonagdes utilizadas nos calculos.
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Figura 5.14 — Potencial eletrostatico na superficie das enzimas cruzaina e rodesaina.
Potencial eletrostatico calculado utilizando o programa APBS (BAKER, N A et al.,
2001), figura preparada com a suite AutoDockTools.
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5.6.2 Resultados dos estudos de redocking utilizando as enzimas cruzaina e rodesaina e

ancoragem do prototipo

Estudos de redocking sao comumente utilizados na literatura para aferir a capacidade de
um programa de ancoragem molecular de prever poses de ligantes cristalograficos.
Programas de ancoragem modernos sdo capazes de prever poses cristalograficas na
maior parte dos alvos, com critérios de corte de 2 A de RMSD sendo comumente

empregados (LEACH; SHOICHET; PEISHOFF, 2006).

A estrutura cristalografica da cruzaina 3KKU complexada ao ligante B95 (Figura
5.15a) apresenta uma particularidade: no trabalho de Ferreira e colaboradores, que

depositou a estrutura cristalografica, foram também realizados estudos de ancoragem
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molecular. As poses de ancoragem obtidas foram muito diversas aquela determinada
experimentalmente (FERREIRA et al., 2010). Os estudos de redocking para este alvo

dificilmente seriam capazes de encontrar poses proximas as cristalograficas.

Na Figura 5.15 estdo representadas as estruturas quimicas dos ligantes cristalograficos

B95, cocristalizado com a cruzaina, ¢ VS1, cocristalizado com a rodesaina.

Figura 5.15 — Ligantes cristalograficos da (a) estrutura 3KKU da cruzaina, B95, e (b)
estrutura 2P86 da rodesaina, VS1

B95

VS§S1

Na Figura 5.16a estdo apresentas as poses melhor potuagdo de ancoragem e na Figura
5.16b a pose com menor RMSD em relagdo a estrutura cristalografica, ambas para
rodesaina. Observa-se que a previsao de posicionamento do grupo bromo-fenil
interagindo com S2 foi reproduzida nas poses, entretanto o posicionamento do anel
indol-pirimidinico ndo. O programa Autodock 4.2, assim como o programa Dock,
utilizado no estudo de Ferreira de colaboradores (2010) ndo foi capaz de prever a pose
cristalografica. Observa-se, entretanto, que a pose de melhor pontuagao relatada pelos
autores daquele estudo ¢ similar a pose B (estrutura representada com carbonos em
amarelo na Figura 5.16a) e parcialmente similar a pose A (estrutura representada com
carbonos em verde na Figura 5.16a). As poses A e B foram as mais bem pontuadas,
com -7,64 e -6,96 respectivamente, e A representou 27% da populagdo de poses. Isto ¢
um indicio que os programas de ancoragem utilizados neste estudo e por Ferreira e
colaboradores (2010) apresentam limitagdo similares. Observa-se, também, que na pose
C (estrutura representada com carbonos em laranja na Figura 5.16a) o ntcleo

benzimidazolico foi predito no bolsao S3.
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Figura 5.16 — (a) Sobreposicdo da estrutura cristalografica do ligante B95, com
carbonos em roxo, e das poses com melhor pontuacao de ancoragem; pose A com
carbonos em verde, pose B com carbonos em amarelo e pose C com carbonos em

laranja. (b) Sobreposicao da estrutura cristalografica do ligante B95, em com carbonos
em roxo, e da pose D, com menor RMSD em relagdo a estrutura cristalografica, com
carbonos em vermelho.
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Na Tabela 5.18 esta apresentada a decomposi¢ao da pontuacdo de angoragem da pose
A (estrutura representada com carbonos em verde na Figura 5.15a) e da pose D
(Figura 5.15b). Observa-se que a diferenca de energia se deve, majoritariamente, a
predicdo menos favorarel de interagdes de hidrogénio, van de Waals e entalpia de
desolvatacdao. Isto sugere que, assim como verificado no estudo de Ferreira e
colaboradores (2010), a amostragem conformacional foi capaz de localizar minimos
proximos a estrutura experimental, porém a funcdo de pontuacdo que descreve a

interagdo ligante-receptor ndo foi capaz de ordenar corretamente as poses.
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Tabela 5.18 — Decomposi¢ao da energia livre de ligagdo predita para a pose A, com
melhor pontuacdo de ancoragem, e pose D, com RMSD mais proximo ao ligante

cristalografico
Termo Valor para pose A Valor para pose D
Van der Waals +
interacoes de hidrogénio + -8,57 -6,55
dessolvatacdo
Energia eletrostdtica -0,86 -0,75
Energia interna total -1,14 -2,31
Energia livre torsional +1,79 +1,79
Energia do ligante livre +1,14 +2,31
Total -7,64 -5,51

Na Figura 5.17 estdo apresentas as poses mais representativas em relacdo a estrutura
cristalografica obtidas na ancoragem na rodesaina. Verifica-se que as poses captam de
forma superficial a tendéncia de interacao das cadeias laterais do ligante com os bolsdes
da protease, entretanto ndo ha previsdo correta das interagdes com cada subsitio. Uma
das limitagdes do redocking de VS1 ¢ a natureza covalente da ligagdo formada pelo
ataque de Cys25 ao carbono eletrofilico do ligante. O programa Autodock 4.2 ndo ¢
capaz de executar ancoragem covalente, o que pode ajudar a racionalizar os resultados
ruins para este ligante. Adicionalmente, o aumento da liberdade conformacional do
ligante aumenta exponencialmente o problema da amostragem. Em certo grau de
complexidade a populagdo e numero de geragdes utilizadas no algoritmo genético nao
sdo capazes de amostrar bem o espaco conformacional em cada corrida. Assim, o
nimero de grupos aumenta. A abundincia de minimos dissimilares obtidos no
redocking de VSI1 sugere que esta substancia ¢ escessivamente flexivel para ser

estudada por este conjunto de programa e método.
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Figura 5.17 — Poses mais representativas obtidas no estudo de redocking da rodesaina,
estruta 2P86. Ligante cristalografico VS1 representado em roxo, trés poses obtidoas
representadas em laranja, verde e amarelo. Oxigénios em vermelho, nitrogénios e azul e
hidrogénios polares em branco.
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E importante observar que as susbtancias preparadas neste trabalho foram modeladas
com até cinco ligagdes rotacionédveis, apresentando um problema mais simples para o

programa de ancoragem molecular.

Mesmo com os resultados limitados do redocking das estruturas cristalograficas 3KKU
e 2P86 acredita-se que, devido as diferencas importantes das estruturas dos ligantes
cristalograficos e daqueles preparados neste estudo, as poses de ancoragem molecular

podem ser ferramenta 1til para entender possiveis modos de ligacao.

Nas Figuras 5.18a ¢ 5.18b estdo representados os dois grupos de pose mais
representativos para a ancoragem do prototipo empregado neste estudo, a

Indolpirimidina 15, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 5.18c.



148

Figura 5.18 - Principais poses de ancoragem da indolpirimidina 15: (a) poses do grupo
A, com carbonos em diferentes tons de verde; (b) pose B, com carbonos em roxo e
contatos polares ; (c) poses do grupo A, vista em angulo, ressaltando interagdes polares.
(d) Estrutura quimica da indolpirimidina 15.
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Observa-se que nestas das poses o ntcleo indolpirimidinico foi predito interagindo com
S2 e as cadeias laterais com S4 na Figura 5.18a e S1° na Figura 5.18b. Analisando as
interagdes em cada pose, podemos observar que a poses do grupo A sdo estabilizadas
por possiveis interagdes de hidrogénio no nucleo indolpirimidinico com Glu208, em
destaque na Figura 5.18d, enquanto a pose B ¢ estabilizada por uma possivel interagao
com Aspl6l (Figura 5.18b). Nas poses do grupo A, em destaque na Figura 5.18d,
observa-se trés possiveis posicionamentos da cadeia lateral com minima varia¢do do

nucleo indolpirimidinico (RMSD de 0,001 A). Nas possibilidades de posicionamento
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represntadas com carbonos em verde escuro ¢ verde médio na Figura 5.18d, possiveis
interacdes de hidrogénio entre o oxigénio da morfolina e os residuos Leul60 e Asn69
podem estabilizar a interagdo. Em ambos os grupos de poses A e B predi¢do do nucleo
indolpirimidinico em S2 ¢ consistente com observagdes experimentais da presenga de
grupos hidrofobicos neste subsitio, inclusive na estrutura cristalografica de referéncia,

3KKU.

5.6.3 Resultados de ancoragem molecular utilizando a enzima cruzaina

A principal limitagdo dos programas que realizam célculos de ancoragem molecular ¢ a
funcdo de pontuacdo. Esta funcdo ¢ constituida por um conjunto de equagdes
matematicas que relacionam a posi¢do dos atomos com a afinidade relativa da
substancia pelo alvo. Em geral a magnitude da pontuacdo da ancoragem ou o
ordenamento dos ligantes nao pode ser utilizada como critério discricional para
atividade (HUANG, N.; SHOICHET; IRWIN, 2006). Tal limitagdo ¢ derivada das
aproximagdes necessarias para tornar os estudos de ancoragem acessiveis

computacionalmente.

Varia simplificacdes sdo utilizadas em calculos de ancoragem molecular. A utilizagao
de um modelo de solvente implicito simplifica a influéncia das moléculas de 4gua e nao
simula orientagdo, formacao de clusters de agua e polarizacdo do solvente. Neste
modelo a energia de dessolvatagdo ¢ aproximada por um termo matematico muito
simples (MORRIS et al., 1998). A ancoragem em receptor rigido descarta qualquer
efeito da flexibilidade dos residuos da proteina. Finalmente a auséncia de amostragem
de microestados impede que a entropia seja considerada de forma completa no calculo.
O conjunto de aproximagdes empregadas em um céalculo de ancoragem molecular,
portanto, a capacidade da fungdo de pontuacdo refletir tendéncias experimentais de

afinidade.

Neste sentido, a andlise realizada neste trabalho sobre afinidades preditas pelos calculos
de ancoragem ¢ limitada. A maior parte da discussdo esta focada nas poses preditas pelo
Autodock 4.2, nas possiveis interagdes de hidrogénio e eletrostdticas entre ligante e

proteina e na correlagdo destes com a afinidade experimental.
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Na Figura 5.19 esta ilustrada a superposi¢cdo das poses com maior afinidade predita em

cada um dos grupos obtidos pelo agrupamento de poses do célculo de ancoragem.

Figura 5.19 — Sobreposicao de todas as poses representativas para todos as substancias
sintetizadas ancoradas a enzima cruzaina. Os ligantes com trés cabonos na cadeia lateral
aparecem em azul, aqueles com dois carbonos em vermelho e 22 e 24 em verde. (a)
poses nas quais a cadeia lateral interage com S1 e S1°. (b) poses nas quais a cadeia
lateral interage com S3. (c) poses nas quais a cadeia lateral inteage com a borda de S2,
sobre Glu208). (d) todas as poses calculadas, em evidéncia a regido da superficie da
cruzaina explorada pelas substancias ancoradas.

Observa-se que existe uma forte tendéncia a predi¢do do nucleo quinolinico posicionado
no bolsao S2, consistente com a possibilidade deste subsitio acomodar grupos apolares,
como Phe. Comparativamente, na estrutura cristalografica 3KKU um grupo bromofenil

ocupa S2.
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Na andlise das poses de melhor pontuagdo de ancoragem observa-se uma tendéncia a
predicdo das cadeias laterais no substitio S1'; ou voltadas para fora de S2. No primeiro
caso estdo as substancias 16b, 20b, 21a, 21b, 22, 23 - das quais 16b, 20b, 22 foram as
mais ativas da série. Esta previsdo de posicionamento ndo parece estar ligada a
interacdes de hidrogénio, j4 que, dentre as estruturas citadas, somente para 16b e 23
apresentam grupos na cadeia lateral capazes de fazer interagcdes de hidrogénio. Nas
outras estruturas a cadeia lateral ocupa a borda de S2, proximo a Glu208. Dentre as
substancias citadas, 17a, 17b, 18a e¢ 18b tém a possibilidade prevista de fazer uma

interacao de hidrogénio com Leul60.

Na Figura 5.20 estdo relacionados os valores preditos de afinidade para a pose de
melhor pontuacdo com a atividade experimental das substancias (Tabela 5.11). Pode-se
observar que a funcdo de pontuagcdo do AutoDock 4.2 nao foi capaz de reproduzir a
tendéncia experimental observada, classificando mal quatro dos cinco compostos mais
ativos. Este ndo ¢ um resultado inesperado considerando a similaridade estrutural da
série e a atividade moderada da maior parte das substancias. O problema apresentado ¢é

um desafio para fungdes de pontuacao.

Figura 5.20 — Relacdo entre atividade das substancias sintetizadas e sua pontuacao de
ancoragem para a cruzaina. Barras de erro indicam o desvio padrao dos ensaios
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Além de uma analise global das poses, algumas estruturas foram analisadas em maior
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detalhe, na perspectiva de explicar as tendéncias observadas na relagdo estrutura

atividade e na seletividade das substincias.

A substancia mais potente, 20b, apresenta dois principais grupos de poses: a Pose 1
(Figura 5.21a) com pontuacao de -6,60 kcal/mol e a Pose 2 (Figura 5.21b) com
pontuagdo de -6,34 kcal/mol. Observa-se que as pontuagdes de ambas as poses sdo
muito similares. A Pose 1 representa o nicleo quinolinico ancorado no bolsdo S2, com a
cadeia lateral sobre S1'. Para esta pose o programa auxiliar AutoDockTools ndo propde
contatos polares especificos. A distancia calculada entre o enxofre desprotonado de
Cys25 e o hidrogénio da amina aromatica foi de 3,2 A, sugerindo a possibilidade de
haver uma interagdo entre ambos. No segundo modo de ligacdo proposto, Pose 2,
(Figura 5.21b) o ntcleo quinolinico estd novamente posicionado em S2, porém a

cadeia lateral foi predita estendida sobre S3.
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Figura 5.21 — Representacdo dos dois grupos de poses de menor energia da molécula
20b ancorada na cruzaina: (a) cadeia lateral de 20b interagindo com S1°; (b) cadeia
lateral de 20b interagindo com S3. Figuras preparada no PyMOL; (c) estrutura quimica
de 20b
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Na Figura 5.22 estd representada uma sobreposi¢do alinhada das estruturas
cristalograficas depositadas no RSCB Protein Data Bank sob os codigos 1EWP
(GILLMOR, S. A., 1998) e 1F29 (BRINEN et al., 2000) com a estrutura utilizada para
os estudos de ancoragem 3KKU. Estes ligantes cristalograficos, assim como a
substancia 20b sintetizada, apresentam um anel morfolinico em sua estrutura. Destaca-
se que, em ambos os ligantes cristalograficos, a morfolina esta ligada a um grupo ureia,
modificando a basicidade do nitrogénio do anel. Os ligantes de 1TEWP e 1F29 estao
apresentados em destaque, evidenciando sua similaridade com a pose de ancoragem do
composto 20b. Na Figura 5.23 estd representada a estrutura quimica dos ligantes de

1EWP e 1F29.
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Figura 5.22 — Pose de acoragem de 20b sobreposto as duas estruturas cristalograficas
de inibidores contendo um anel morfolinico. A substancia 20b esta representada com
carbonos em verde e hidrogénios polares em branco.O ligante da estrutura depodsitada
no PDB sob codigo 1EWP esta representada com carbonos em azul claro. O ligante da
estrutura depdsitada no PDB sob codigo 1F29 esté representada com carbonos em
bonina. Atomos de oxigénio estdo representados em vermelho, &tomos de nitrogénio em
azul escuro e 4tomos de enxofre em amarelo. O alinhamento estrutural foi feito
exclusivamente com os carbonos alfa da proteina. Figura preparada no PyMOL.

Figura 5.23 — Estrutura quimica das substancias 0I5, cocristalizada com a cruzaina na
estrutura IEWP, e VS1, cocristalisada com a cruzaina na estrutura 1F29.
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Na Figura 5.24 s3ao comparadas as poses de ancoragem obtidas para a estrutura
protétipo do estudo, a indolpirimidina 15, e a substancia 20b. Observa-se similaridade

dos posicionamentos, com as cadeias laterais ocupando S3 e a regido aromatica S2.
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Figura 5.24 — Sobreposicao das poses de acoragem de 20b, com carbonos em laranaja,
e da indolpirimidina 15, com carbonos em roxo. Nitrogénios estdo representados em
azul, oxigénios em vermelho e hidrogénios polares em branco.
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Uma das poses preditas para 20a (Figura 5.25a) sugere uma racionalizacdo para a
diferenga entre a atividade observada para 20b (Figura 5.21c¢) e 20a, de 88,2 % e 56,1
% de inibi¢do da cruzaina a 100 puM, respectivamente. O anel morfolinico em 20b pode
ocupar uma posi¢do mais afastada em S3, enquanto a cadeia lateral de 20a nao ¢ longa o
suficiente para permitir que o grupo morfolinico ocupe esta mesma regido (Figura
5.25¢). Relacionando a mesma pose de 20b com pose semelhante de 21b (Figura
5.25b), verifica-se que os anéis morfolinico e piperidinico foram previstos em posi¢ao
muito similar (Figura 5.25d). A substancia 21b apresentou inibicdo de 53,4 % a 100
uM. E possivel que o oxigénio de 20b realize interagdes de hidrogénio, reduzindo a

energia livre do complexo, o que pode explicar a atividade maior desta substancia.



156

Figura 5.25 — (a) Estrutura quimica de 20a; (b) Estrutura quimica de 21b; sobreposi¢do
das poses de ancoragem na cruzaina nas quais a cadeia lateral ocupa S3 para as
substancias 20b e (c) 20a e (d) 21b. A substancia 20b esta representada com cabonos
em laranja, a substancia 20a com carbonos em roxo e a substancia 21b com carbonos
em ciano. Nitrogénios estdo representados em azul, oxigénios em vermelho, cloro em
verde e hidrogénios polares em branco. Figuras preparadas com PyMOL
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A conservacdo relativa da atividade pela mudancga da amina tercidria em 20a (Figura

5.26a) para amida tercidria em 23 (Figura 5.26b) também pode ser relacionada as poses

de ancoragem destas estruturas (Figura 5.26c¢ ¢ Figura 5.25d). As substancias 20a ¢ 23

apresentaram inibicdo a 100 uM contra a cruzaina de 56,1% e 55,0%, respectivamente.

O anel morfolinico foi previsto em posi¢do muito similar em ambas as poses, que sdo,

como um todo, muito proximas. O nitrogénio da amida em 23 ¢ pouco basico e

provavelente ndo estara protonado na condig¢do de ensaio, por outro lado o nitrogénio da
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amina em 20a provavelmente estard protonado. E possivel que a regido que o nitrogénio
do anel morfolinico ocupa em ambas as poses faca com que a modificacdo da carga
entre as duas estruturas tenha pouco efeito na afinidade. Ou seja, o modo de ligacao de

ambas as moléculas pode ser similar, mesmo com a mudanga estrutural introduzida.

Figura 5.26 — (a) Estrutura quimica da substancia 20a; (b) Estrutura quimica da
substancia 23; sobreposicao de poses das moléculas 20a (carbonos em roxo) e 23
(carbonos em verde) ancoradas na cruzaina, nas quais as cadeias laterais exploram (c)
S3 e (d) S1°. Atomos de oxigénio estdo representados em vermelho, nitrogénios em
azul, e hidrogénios polares em branco. Figuras (c) e (d) preparadas com PyMOL.
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Parte das tendéncias de atividade experimental ndo puderam ser completamente
relacionadas com os resultados de ancoragem. Na Figura 5.27b estd apresentada a
unica pose predita para o composto 16b (Figura 5.27a), que apresentou Clsy de 17,1
UM contra a cruzaina. Observa-se que existe a possibilidade de duas interagdes de

hidrogénio da hidroxila da cadeia com os residuos His162 e GInl19 da superficie da
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proteina. Entretanto, mais estudos, como, por exemplo, estudos de dinamica molecular
ou a cocristalizagdo da cruzaina com a substancia 16b, sd3o necessarios para avaliar a

confiabilidade destas poses.

Figura 5.27 — (a) Estrutura quimica da substancia 16b; (a) Unica pose de ancoragem
prevista para 16b na enzima cruzaina. Carbonos de 16b estio representados em rosa e
carbonos das cadeias laterais da proteina em cinza, oxigénios em vermelho, nitrogénios
em azul e hidrogénios polares em branco. Em destaque duas possiveis interacdes de
hidrogénio intermoleculares.
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As poses previstas para 22 (Figura 5.28a) estdo representadas na Figura 5.28. Observa-
se que o anel quinolinico foi previsto interagindo com subsitio S2 e o grupo
benzilamino posicionado em S1° (Figura 5.28b) ou S3 (Figura 5.28c). A
complementariedade da estrutruta da substancia 22 em relagdo a superficie do sitio pode
ser parte da racionalizagdo da atividade desta substancia, que apresentou Clsy contra a

cruzaina de 35,4 uM.
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Figura 5.28 — (a) Estrutura quimica da substancia 22; poses de melhor pontuagdo de
ancoragem para 22 na cruzaina, nas quais se observa o grupo benzilamina posicionado
em (b) S1” ou (c) S3. Carbonos de 22 estdo representados em rosa, oxigénios em
vermelho, nitrogénios em azul e hidrogénios polares em branco.
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5.6.4 Resultados de ancoragem molecular utilizando a enzima rodesaina

Na Figura 5.29 esta representado o sitio ativo da rodesaina, com a triade catalitica em
destaque. Na Figura 5.29b os subsitios visiveis estdo assinalados. A exemplo da
cruzaina, o sitio ativo desta enzima também € muito exposto, com o bolsdo S2 ainda

mais acessivel ao solvente.
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Figura 5.29 — (a) Sitio ativo da rodesaina com triade catalitica em destaque; (b) Sitio
ativo com subsitios assinalados. Modelo gerado baseado na estrutura cristalografica
depositada no RSCB PDB sob codigo 2P86.

O ligante (Figura 5.30a) cocristalizado com a estrutura da rodesaina utilizada neste
trabalho também foi cocristalizado com a cruzaina na estrutura depositada no PDB sob
codigo 1F29 (BRINEN ef al., 2000). Em ambas as estruturas cristalograficas o ligante
ocupa posicdo similar (Figura 5.30b). Observa-se que na estrutura 1F29 um grupo

hidrofébico benzil ocupa S2 e Glu208 esta voltado para o solvente.
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Figura 5.30 — (a) Vinilsulfona VS1, cocristalizada com a cruzaina (1F29) e rodesaina
(2p86); (b) Sobreposigao das estruturas cristalograficas 1F29 e 1EWP ressaltando
similaridade a posi¢ao do ligante. Superficie da rodesaina em cinza. Carbonos do ligante
da estrutura 1F29 em salmao, carbonos do ligante da estrutura 1[EWP em roxo, carbonos
de residuos da rodesaina em cinza. Oxigénios em vermelho, nitrogénios em azul,
enxofres em amarelo.
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Na Figura 5.31 esta apresentada a sobreposicao da pose de melhor pontuagao para cada
grupo de poses para todos os ligantes. Pode-se observar que todas as poses previstas
estdo posicionadas no subsitio S2, com variagdo principalmente em relagdo a orientagao
do ligante. Ancoragens no S1' e o S3 ndo foram previstas como estaveis, diferente

daquilo observado para cruzaina.

Figura 5.31 — Sobreposicao das poses representativas para todos os ligantes ancorados
na rodesaina, apds verificagdo manual. Figura preparada com PyMOL.

)




162

Na Figura 5.32 estdo relacionados os valores preditos de afinidade com a atividade
experimental das substancias (ver também Tabela 5.11). A combinagdo de previsdo de
poses proximas de ancoragem e a atividade experimental similar das substancias sugere
que dificilmente a funcdo de pontuacdo do AutoDock seria capaz de diferir as
substancias mais € menos ativos. Destaque para a pontuagao muito dissimilar de 23 em

relacdo as outras substancias e a mé pontuagdo do ligante mais ativo 22.

Figura 5.32 — Relacgdo entre atividade das substancias sintetizados e sua pontuagdo de
ancoragem para a rodesaina. Barras de erro indicam o desvio padrdo dos ensaios
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Na Figura 5.33a estd representada a pose de melhor pontuagdo calculada para 22. O
nucleo quinolinico foi previsto interagindo com S2. Nenhuma interagdo de hidrogénio
foi predita para esta estrutura. Nao parecem haver contatos polares localizados que
estabilizem esta pose. O termo de Van der Waals ¢ responsavel por -6,13 kcal/mol na
pontuagdo da pose apresentada na Figura 5.33a, equanto o termo de energia
eletrostatica ¢ praticamente nulo (-0,01 kcal/mol). O termo da energia interna do ligante
contribui com mais -0,37 kcal/mol, e os termos de perda de liberdade torcional e a
energia livre do estado ndo ligado penalizam em +0,89 kcal/mol e +0,29 kcal/mol,
respectivamente. A pontuacao final ¢ de -5,32 kcal/mol, sugerindo uma estabilizacao

principalmente hidrofébica para esta pose.

Na Figura 5.33b estd mostrada a unica pose de docking prevista para 23. Esta
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substancia apresentou uma pontuacao muito diferente de todas as outras da série, porém
a pose predita ¢ bastante similar. A carbonila do ligante estd posicionada enterrada na
superficie da proteina, de forma que o oxigénio da carbonila sozinho foi responsavel por
uma penalidade de +1,25 pontos da pontuagdo de ancoragem pelo termo de Van der
Waals. Em parte, esse fato pode justificar a predi¢ao de afinida tao dispar desta estrutura

em comparagdo com a série estudada.

Figura 5.33 — Poses de menor energia para as substancias (a) 22 e (b) 23, ambas
ancorados na rodesaina. Figura preparada no PyMOL.
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Na Figura 5.34 estao mostradas as poses de ancoragem para as substancias 17a (Figura
5.34a) ¢ 17b (Figura 5.34b). Observa-se que os grupos sulfonila ocupam posi¢ao
similar em ambas as predi¢des, com RMSD de 0,498 A. O niicleo quinolinico, embora
em conformacdo diferente, apresenta o grupo 4-amino em posi¢do equivalente. Dai
verifica-se que a cadeia com trés carbonos de 17b sofre uma tor¢do para manter o
posicionamento dos grupos, o que a cadeia com dois carbonos de 17a faz com aparente
menor penalidade. Na Tabela 5.19 estdo apresentadas as estruturas quimicas das
substancias 17a e 17b e individualiza¢des da energia de ancoragem relevantes nesta

analise.



164

Figura 5.34 — Comparagao de modos de ligagdo propostos para (a) 17a e (b) 17b
ancorados na rodesaina; em destaque possiveis interacdes de hidrogénio
intramoleculares e intermoleculares com Ser210. Figura preparada com PyMOL.
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Tabela 5.19 — Individualizagdo das contribui¢des para a pontuagao das duas poses de
ancoragem de 17a e 17b representas na Figura 5.29. Valores extraidos do resultado do

AutoDock 4.2.
A
| 12 /S\//13
_C A\
0=5=0 0" Yo
0 12

Termo (unidades clrr
de pontuacdo)
Energia interna
Energia livre torsional +1.49
Contribuigdo parcial +0,36 +0,84
Pontuacdo total -5,88 -4,69

5.6.3 Comparacdao dos resultados de ancoragem molecular utilizando ambas as enzimas

Comparando os resultados de ancoragem molecular entre as enzimas cruzaina e
rodesaina sdo observadas algumas tendéncias que podem ajudar a explicar a

seletividade da substancia 20b para a cruzaina. Esta substincia inibiu 88% da atividade
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da cruzaina a 100 uM e 51% da atividade da rodesaina a mesma concentracdo. Na
Figura 5.29 estd representada uma comparagdo das poses de 20b para a cruzaina
(Figura 5.35a) e rodesaina (Figura 5.35b). Observa-se que na pose predita para
interagdo com a rodesaina o anel morfolinico estd dentro da fenda -catalitica,
posicionado proximo a Ser210. Este posicionamento provavelmente foi favorecido pela
predicdo de uma interacdo de hidrogénio com Ala208, ressaltando que a fun¢do de
pontuacdo do AutoDock 4.2 possui um termo explicito para interacdes desta natureza
(MORRIS et al., 2009). Esta posi¢ao ¢ muito diferente daquela observada para o anel
morfolinico do ligante da enzima rodesaina na estrutura cristalografica utilizada neste
estudo (Figura 5.30). Por outro lado, a pose predita para a estrutura 20b no sitio ativo
da cruzaina propde o anel morfolinico em S3, similar ao observado para o ligante
cristalografico desta enzima (Figura 5. 22). Esta pode ser uma base para racionaliza¢ao
da seletividade experimental desta substancia.

Figura 5.35 — Comparagao da pose predita para 20b ancorado as enzimas (a) cruzaina e

(b) rodesaina, com destaque para uma possivel interagdo de hidrogénio com Ala210.

Carbonos de 20b em laranja, carbonos das cadeias laterais da proteina em cinza,
nitrogénios em azul, oxigénios em vermelo. Figura preparada com PyMOL
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5.7.1 Parametrizacdo

Neste trabalho executou-se a parametrizagao da substancia 20b (Figura 5.36) utilizando
o método descrito por Bayly e colaboradores (1993) para a geragdo de cargas,
combinado ao método descrito por Hansson e colaboradores (2010) para a regressao de

diedros (BAYLY et al., 1993; HANSSON et al., 2010).
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Figura 5.36 — Estrutura quimica da substancia 20b
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Inicialmente uma geometria de minimo obtida por mecanica molecular foi submetida a
um algoritmo de otimizacao global. (PONDER, 2011). Ao final do processo de busca,
808 minimos locais foram encontrados. Em seguida, estes minimos foram agrupados

utilizando o algoritmo UPGMA.

Algoritmos hierarquicos foram utilizados para agrupamento de conformagdes por
Huang e colaboradores para classificagdo de motivos estruturais em DNA (HUANG,
H.-C.; NAGASWAMY; FOX, 2005). De Paris e colaboradores, em um trabalho
comparando diferentes métodos de agrupamentos para uma trajetoria da enoil-redutase
de Mpycobacterium tuberculosis, concluiram que métodos hierarquicos, inclusive o
UPGMA, superaram k-means e k-medoids em recuperagdo de dados (DE PARIS et al.,
2015).

Para comparar a importancia da amostragem conformacional no célculo de cargas,
foram preparados dois conjuntos de grupos. Para transformar um agrupamento
hierarquico em um agrupamento plano foi utilizado um algoritmo que agrupa elementos
pela distancia cofenética. Esta medida ¢ definida como a distancia entre os dois maiores
grupos que contém os dois elementos individualmente quando estes grupos sdo unidos
em um grupo contendo ambos os elementos (HOLGERSSON, 1977). Diferentes
limiares de distancia cofenética foram utilizados como critério de corte para geragao de
grupos, buscando equilibrio entre o numero de grupos e o tamanhos destes. Dois
limiares de corte foram escolhidos para testar a qualidade da amostragem do espago

conformacional.

Utilizando limiar de corte igual a 7 A foram obtidos 42 grupos e utilizando um limiar de
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13 A, 8 grupos. Na Figura 5.37 estid apresentado o resultado do agrupamento
hierarquico. Na Tabela 5.20 estdo apresentados alguns dados estatisticos dos

agrupamentos.

Figura 5.37 — Resultado do agrupamento UPGMA utilizando limiares de corte de 13 A
(acima) e 7 A (abaixo). Cores utilizadas para ressaltar separagdo entre os grupos. Figura
preparada com a biblioteca MatPlotLib.

Dissimilaridade

Minimo local

Dissimilaridade

Minimo local

Tabela 5.20 — Dados estatisticos para os agrupamentos executados com diferentes
limiares para formacao de grupos

Limiar de corte74 Limiar de cortel 34
Numero de grupos 42 8
Meédia de elementos 19,7 101
Desvio padrao 13,5 58,3

Para cada um dos grupos formados o centrddie foi determinado e sua estrutura
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submetida a otimizag¢dao por métodos ab initio. Em sequéncia foram calculados mapas
de potencial eletrostatico seguindo metodologia totalmente compativel com o campo de
forca Amber. Foram utilizados pesos para regressdo, conforme a razdo de Boltzmann

(equacao 4.1) e as energias originadas dos célculos ab initio.

A qualidade das cargas geradas por estes dois métodos foi comparada em uma dinamica
de uma molécula da substancia 20b em agua, propagada por 1 ns. Para esta dindmica de
teste foram utilizados pardmetros gerados pela ferramenta AcPype (SOUSA DA
SILVA; VRANKEN, 2012). Para avaliar a qualidade das cargas geradas comparou-se a
capacidade do modelo de prever interacdes de hidrogénio da molécula com o solvente.
A prevaléncia de interacdes de hidrogénio ao longo de toda a trajetorioa foi avaliada

(Figura 5.32).

Figura 5.38 — Prevaléncia de interacdes de hidrogénio entre moléculas de agua e a
substancia 20b utilizando dois conjuntos de carga atdmica gerados.
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Verifica-se que as cargas geradas utilizando um critério de corte de 7 A apresentaram
um padrao de interacao de hidrogénio mais plausivel: a estrutura de 20b tem 6 possiveis
pontos de interagdes de hidrogénio e, em solvente prético, espera-se que a maioria
destes pontos efetue interacdes de hidrogénio. As cargas geradas por este critério de

corte (ver Figura B.1 do Anexo B) foram utilizadas em etapas subsequentes da
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parametrizacao e nas simulagdes de dindmica molecular.

Com a cargas atomicas preparadas, foi procedida a obten¢do de parametros de angulos
de diedro. Uma das dificuldades deste procedimento foi a obtencdo de curvas de energia
por angulo de diedro continuas. Alguns dos pontos gerados inicialmente apresentavam
descontinuidade em relagdo a curva devido a alteragdes conformacionais em outras
partes da molécula que ndo o angulo de diedro em estudo, alterando a energia total. Este
efeito foi corrigido otimizando os pontos problematicos partindo da geometria

otimizada do ponto anterior, seguida de alteracdo do diedro.

Ocorreram também problemas de convergéncia da funcao de onda em alguns dos
diedros, em geral quando a geometria de partida era de alta energia. A utilizagdo da base
STO-3G* como base auxiliar, seguida da projecao da densidade para a base 6-31G* foi

efetiva para levar a convergéncia.

Durante as primeiras regressdoes multiplas houve a preocupagao de que a fungdo a ser
regredida pudesse ser ndo convergente ou possuir multiplos minimos. Logo,
inicialmente foi utilizado um algoritmo genético para produzir pardmetros aproximados
da regressao que foram entdo utilizados para a regressao nao-linear pelo método de
soma dos minimos quadrados. Todos os pontos de partida levaram rapidamente a
convergéncia para o mesmo minimo. De fato, mesmo utilizando vetores nulos, unitarios
ou aleatorios como ponto de partida, a convergéncia foi repetidamente obtida em poucas

iteracdes.

Uma dindmica de teste em agua modelo TIP4P foi executada considerando os
parametros completos da molécula. Foi visualmente observado que a molécula
apresentou liberdade conformacional em todos os diedros, € que os anéis quinolinico e
morfolinico ficaram estaveis, com o segundo apresentando alguma variagdo torcional
(Figura 5.39). E importante ressaltar que durante a simulagdo ndo é possivel ocorrer a
interconversao entre as conformacdes do anel morfolinico, pois isto requer a inversao da
posicdo do proton ligado ao nitrogénio. A impossibilidade de quebra e formacao de
ligacdes € uma limitacdo do modelo de campo de forga utilizado. Uma vez que o anel ¢

simétrico e gira livremente, efeito andlogo a interconversao pode ser observado.
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Figura 5.39 — Sobreposicao de quadros igualmente espagados da trajetoria de 20b em
agua. Figura preparada com VMD.

5.7.2 Dindmicas moleculares

Quatro sistemas moleculares foram construidos ¢ simuladosneste trabalho, com duas
réplicas cada. Foram preparados os seguintes sistemas: (a) proteina cruzaina
complexada ao ligante 20b; (b) proteina cruzaina livre; (c) proteina rodesaina
complexada ao ligante 20b; (d) proteina rodesaina livre. Em todos os sistemas foi

utilizada 4gua TIP3P como solvente e cloretos como contra-ions.

As trajetdrias foram analisadas pelo RMSD em relacdo a conformagao inicial, distancia
entre o centro de massa da proteina e do ligante, raio de giracao da proteina e flutuacao
de posicao dos residuos. Adicionalmente, todas as dinamicas foram verificadas

visualmente utilizando o programa VMD.

Inicialmente, analisando as dinamicas da cruzaina e rodesaina livres, observa-se a
estabilidade conformacional de ambas as proteinas. A andlise do raio de giracdo da
cruzaina (Figura 6.40a) ¢ rodesaina (Figura 6.40b) mostra a estabilidade da

compactacdao estrutural de ambas (LOBANOV; BOGATYREVA; GALZITSKAIA,
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2008). Observa-se que os valores flutuam em menos de 0,4 A para a cruzaina.

Figura 5.40 — Raio de giragdo das duas réplicas das dinamicas da (a) cruzaina e (b)

rodesaina.
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A medida de root mean square fluctuation (RMSF) permite avaliar a variacdo da
posi¢ao de um grupo ao longo do tempo. Espera-se que, em sistemas estaveis, a maior
parte dos residuos apresentem baixos valores de RMSF e apenas regidoes muito flexiveis
fujam deste padrdo. A andlise do grafico de RMSF (Figura 5.41) indica uma
estabilidade estrutural. Na dindmica da cruzaina (Figura 5.41a) a maior flutuacio de
posi¢do ocorre nos residuos C- e N- teminais ¢ em alguns residuos muito expostos ao
solvente, como Thr103, Lys58 e Asnl170. Na dinamica da rodesaina (Figura 5.41b) a
maior flutuagdo de posicdo ocorre na sequéncia GIn100-Cys101-Gln102-Met103-
Asn104, uma regido muito exposta ao solvente na extremidade do dominio de a-hélicas,

e em residuos bastante expostos ao solvente como Phe61, Asn95, Glu97 e GIn159.
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Figura 5.41 — RMSF dos residuos da (a) cruzaina e (b) rodesaina avaliados ao longo de
200 ns de trajetoria.
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Em relagdo a dindmica do ligante complexado a cruzaina, baseado na atividade
experimental e semelhanca relativa da pose utilizada como geometria de partida com
ligantes cristalograficos, esperava-se que o ligante explorasse algumas conformagdes
interagindo com o sitio ativo, porém com pouca liberdade conformacional. Isto ndo foi
o observado. Na Figura 5.42 estdo mostrados os graficos da distancia do centro de
massa da cruzaina e do ligante em ambas as réplicas. Na réplica 1 (Figura 5.42a) o
ligante, de fato, se manteve no sitio ativo e explorou o espago conformacional, porém,
em cerca de 110 ns a molécula deixa o sitio ativo e passa a interagir com o solvente e
outras regides da proteina. Na réplica 2 (Figura 5.42b) o ligante sai do sitio nos

primeiros nanossegundos da simulacao.
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Figura 5.42 — Evolugdo temporal da distincia do centro de massa da cruzaina e do
ligante 20b para ambas a (a) réplica 1 e (b) réplica 2.
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Analisando a amostragem conformacional da trajetéria 1 durante os primeiros 110 ns de

simula¢do observa-se que, nos primeiros nanossegundos de trajetéria o ligante sofre

uma mudanga conformacional em relagcdo a pose de ancoragem. O ntcleo quinolinico se

mantém posicionado em S2, porém a cadeia lateral se afasta de S3 e passa a interagir

ora com o solvente, ora com a entrada de S3, ora com Aspl6l (Figura 5.43). A

previsdo de interagdo com Aspl61 estd relacionada a carga positiva sobre o nitrogénio

do anel morfolinico e a carga negativa da cadeia lateral de Asp161. A andlise do grafico

de RMSD bidimensional do ligante (Figura 5.44) mostra que estas duas possibilidades

de interacdo sdo repetidamente visitadas pelo sistema ao longo da trajetoria ligada. A

rapida alternancia entre os dois estados sugere que a barreira de energia € pequena.
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Figura 5.43 — Sobreposicao de quadros igualmente espagados dos primeiros 110 ns da
trajetoria da dindmica de 20b com a cruzaina. Conformag¢des mais frequentes sao
representadas em tons vermelhos e menos frequentes em tons brancos. Figura preparada
no programa VMD.

Figura 5.44 — Grafico de RMSD bidimensional para o ligante 20b ao longo dos
primeiros 110 ns da trajetéria da dindmica de 20b com a cruzaina. Regides mais claras
indicam valores maiores de RMSD.
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A mudanca conformacional no inicio da dinamica aliada a saida do ligante do sitio em
ambas as réplicas sugere que a pose utilizada como conformacdo inicial para a
simula¢do ndo ¢ uma pose estavel. Uma possivel explicacdo € que as aproximacdes com
as quais os calculos de ancoragem trabalham levaram a um minimo local de alta
energia. Durante a dindmica, a energia cinética das particulas permite que o sistema
supere barreiras de energia. Em ambas as réplicas o sistema deixou o provavel minimo

local, em uma delas se afastando rapidamente do sitio.

Em relagao a dindmica do ligante 20b ancorado a proteina rodesaina, seria de se esperar,
baseado na fraca atividade experimental, que o complexo formado fosse menos estavel.
As trajetorias, efetivamente, mostraram a saida do ligante do sitio em ambas as réplicas.
Os dois graficos mostrados na Figura 5.45 apresentam um perfil compativel com o
rapido afastamento do ligante logo nos primeiros 5 ns de simulagdo. O sitio muito
exposto, combinada a baixa complementariedade tornam as interagdes da molécula de

20b com o solvente mais favoraveis, levando ao deslocamento da molécula do sitio.

Figura 5.45 — Graficos da (a) distacia do centro de massa da rodesaina e ligante 20b e
(b) RMSD do ligante 20b
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Os resultados da dinamica de 20b complexada a rodesaina sugerem que a pose obtida
por ancoragem molecular ¢ um minimo local de alta energia e, aliada a fraca atividade
experimental desta substanica, indica que a interagao do ligante com o sitio ativo nao ¢

estavel.
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6 CONCLUSAO

Quinze aminoquinolinas 16a a 24 foram sintetizadas utilizando materiais de partida
acessiveis e metodologias sintéticas eficientes, com rendimentos de 28% a 99%. A

substancia 25, entretanto, foi obtida com baixo rendimento (16%).

Os resultados dos ensaios enzimaticos contra cruzaina identificaram cinco substancias
ativas, capazes inibir mais do que 60% da atividade enzimatica a 100 uM. Destas cinco
substancias destacam-se 16b, 20b e 22, com Clsy de 17,1 uM, 13,2 uM e 35,4 uM,
respectivamente. A poténcia de 20b foi cerca de 5 vezes menor do que a poténcia do
prototipo (Clso = 2,5 uM), porém com acessibilidade sintética marcadamente melhor. A
analise das atividades inibitdrias da série sugerem que o comprimento da cadeia lateral ¢
importante para a atividade. Adicionalmente, o modo de inibicdo de 20b foi

determinado como competitivo.

Os ensaios enzimaticos contra rodesaina identificaram dez substancias ativas, capazes
inibir mais do que 60% da atividade enzimatica a 100 uM. Destas dez substancias
destacam-se 22, 18a e 16a, com Clsy de 33,3 uM, 46,5 uM e 53,5 uM, respectivamente.

A substancia 22 se mostrou capaz de inibir ambas as enzimas com poténcia similar.

Os ensaios in vitro de atividade tripanossomicida contra cepas Tulahuen de 7. cruzi e a
citotoxicidade sobre fibroblastos 1.929 ndo infectados identificaram nove substancias
ativas, trés delas com Clsyp menor do que 50 uM. As substancias 17b, 21b e 22
apresentaram Clso de 17,5 uM, 38,2 uM e 37,2 uM, respectivamente. As nove
substancias ativas apresentaram, entretanto, baixo indice de seletividade, de até 1,25

para 22.

A analise dos resultados de ancoragem molecular na cruzaina sugerem a possibilidade
de que o anel quinolinico ocupe o subsitio S2 da enzima enquanto a cadeia lateral, mais
flexivel, pode interagir com S3 ou S1’. Em parte das poses obtidas para a substincia
20b o anel morfolinico ¢ predito interagindo no subsitio S3. Em ligantes cocristalizados
com a cruzaina contendo anéis morfolinicos observa-se que este grupo pode ocupar uma

posi¢do similar em comparacao com a pose predita por ancoragem para 20b.
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As simulagdes de dinamica molecular mostraram a saida da substancia 20b do sitio
ativo da cruzaina em duas réplicas executadas. Este resultado sugere que a pose predita
para 20b com a cadeia lateral em S3 pode ndo ser um modo de ligagdo estavel. Mais
estudos estdo em execucdo para propor um modo de ligagdao para esta substancia. Na
dindmica desta mesma substancia com a rodesaina observou-se a saida rapida do ligante
do sitio ativo, consistente com a baixa atividade experimentalmente determinada e os

resultados de ancoragem molecular.

Os resultados deste trabalho sugerem que substancias da classe das aminoquinolinas
podem ser prototipos promissores na busca por novos inibidores da cruzaina e

rodesaina.
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ANEXO A - Espectros na regiao do infravermelho e de ressoniancia magnética
nuclear de 'He “C e subespectros DEPT-135

Figura A.1 - Espectro no infravermelho de 16a
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Figura A.2 - Espectro de RMN de H de 16a (200MHz, DMSO-dy)
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Figura A.3 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT-135 de 16a (50MHz,

DMSO-dg)

0 oo @ oY ]
R S NN~ N < s ]
Mm =0 BV PV O o < @
0 ww @0 NANAN «~— o o ©
- e REGER I - © <
| ’
|
! I
|
‘ ‘
‘ ‘ ‘
¥ i L Wyw ‘)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Figura A.4 - Espectro no infravermelho de 16b
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Figura A.5 - Espectro de RMN de 'H de 16b (200MHz, DMSO-ds)
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Figura A.6 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT-135 de 16b (50MHz,

DMSO-de)
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Figura A.7 - Espectro no infravermelho de 17a
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Figura A.8 - Espectro de RMN de H de 17a (200MHz, DMSO-dg)
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Figura A.9 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT-135 de 17a (50MHz,

DMSO-dg)
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Figura A.10 - Espectro no infravermelho de 17b
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Figura A.11 - Espectro de RMN de 'H de 17b (200MHz, DMSO-d,)
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Figura A.12 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 17b (50MHz,
DMSO-de)
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Figura A.13 - Espectro no infravermelho de 18a
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Figura A.14 - Espectro de RMN de 'H de 18a (200MHz, CDCls)
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Figura A.15 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 18a (50MHz,

CDCls)
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Figura A.16 - Espectro no infravermelho de 18b
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Figura A.17 - Espectro de RMN de 'H de 18b (200MHz, CDCl5)
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Figura A.18 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 18b (50MHz,

CDCl)
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Figura A.19 - Espectro no infravermelho de 19a
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Figura A.20 - Espectro de RMN de H de 19a (200MHz, D,0)
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Figura A.21 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 19a (50MHz,
D,0)
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Figura A.23 - Espectro de RMN de 'H de 19b (200MHz, D,0)
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Figura A.24 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 19b (50MHz,
D,0)
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Figura A.25 - Espectro no infravermelho de 20a
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Figura A.26 - Espectro de RMN de 'H de 20a (200MHz, DMSO-de)
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Figura A.27 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 20a (50MHz,
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Figura A.28 - Espectro no infravermelho de 20b
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Figura A.29 - Espectro de RMN de 'H de 20b (400MHz, DMSO-d,)
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Figura A.30 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 20b (50MHz,
DMSO-de)

o N ® O « ©

®ox N QN [x] 3 o >
oo W VWG & o ) N o “
o ® AAN ~ S N N 1w 0 ©
Pty - e - - © 0 W N N
\'/ ‘ \\/ ‘ ‘ H T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



204
650.0

687
655

ko)
814 ’
800

902

Y88
1004
967
1000

1091

1163
200

1212
1

1400

18

90
1609
1600

1800

cm-1

000

5

2400

N

2544

649

800

5

Figura A.31 - Espectro no infravermelho de 21a
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Figura A.32 - Espectro de RMN de 'H de 21a (200MHz, DMSO-de)
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Figura A.33 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 21a (50MHz,
DMSO-ds)
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Figura A.34 - Espectro no infravermelho de 21b
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Figura A.35 - Espectro de RMN de 'H de 21b (200MHz, DMSO-d,)
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Figura A.36 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 21b (50MHz,

DMSO-de)
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Figura A.37 - Espectro no infravermelho de 22
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Figura A.38 - Espectro de RMN de 'H de 22 (200MHz, CDCl5)
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Figura A.39 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 22 (50MHz,
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Figura A.40 - Espectro no infravermelho de 23
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Figura A.41 - Espectro de RMN de 'H de 23 (200MHz, DMSO-dg)

mmmmmmmmmm
mmmmmmmmmm
mmmmmmmmmm

NN N

—3.570
—3.426

8

8

8

8

7

7

7

7

7

7
__-6.431
~~56.404
__-4.211
~~1.186

——1500.4
——1498.674
——1491.56

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

W

Figura A.42 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 23 (50MHz,
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Figura A.43 - Espectro no infravermelho de 24
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Figura A.44 - Espectro de RMN de H de 24 (200MHz, DMSO-dy)
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Figura A.45 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 24 (50MHz,

DMSO-dg)
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Figura A.47 - Espectro de RMN de 'H de 25 (200MHz, CDCl;)
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Figura A.48 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT-135 de 25 (50MHz,

CDCl)
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ANEXO B - Dados da parametrizaciao da substancia 20b

Figura B.1 — Numeragdo dos dtomos da estrutura quimica da substancia 20b utilizada
no calculo de cargas. A numeragdo apresentada nao segue a recomendacgao da [UPAC.

Tabela B.1 — cargas atdmicas de cada atomo da estrutura 20b

Atomo Carga Atomo Carga Atomo Carga
1 0,03 15 -0,53 29 0,04
2 0,02 16 -0,08 30 -0,15
3 -0,03 17 -0,06 31 -0,15
4 0,02 18 -0,30 32 0,15
5 0,03 19 0,47 33 0,46
6 0,28 20 -0,82 34 0,55
7 0,00 21 -0,04 35 0,06
8 0,00 22 0,04 36 0,43
9 0,15 23 0,05 37 0,28
10 -0,04 24 0,06 38 0,15

11 -0,05 25 0,04 39 0,01
12 -0,32 26 0,06 40 0,01
13 -0,41 27 0,04 41 0,05
14 0,38 28 0,05 42 0,05
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Figura B.2 — Identificagdo dos angulos de diedro da substancia 20b utilizados para a
parametriza¢ao
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Figura B.3 — Grafico da energia relativa por angulo diedral utilizados na regressao dos
parametros torcionais do angulo de diedro 1
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Figura B.4 — Grafico da energia relativa por angulo diedral utilizados na regressao dos
parametros torcionais do angulo de diedro 2
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Figura B.5 — Grafico da energia relativa por angulo diedral utilizados na regressao dos

parametros torcionais do angulo de diedro 3
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Figura B.6 — Grafico da energia relativa por angulo diedral utilizados na regressao dos
parametros torcionais do angulo de diedro 4
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Figura B.7 — Grafico da energia relativa por angulo diedral utilizados na regressao dos
parametros torcionais do angulo de diedro 5
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Tabela B.2 — Coeficientes da equacao de Ryckaert-Bellemans obtidos apos regressao
para cada angulo de diedro

Coeficiente (kJ/mol)
Cy C C; Cs Cy Cs
Diedro 1 4,13 9,00 3,67 -33,48 -4,73 19,78
Diedro 2 -17,84 1,19 13,59 13,48 6,79 -40,58
Diedro 3 5,89 24,29 9,71 -13,23 -8,77 -4,86
Diedro 4 7,66 11,47 9,18 -44,40 -4,77 19,63
Diedro 5 5,37 9,67 8,96 -12,17 -10,46 -4,47




