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RESUMO

CASTRO, L. H. E.; Construcdo de um Modelo de Previsdo de Atividade para o
Planejamento e Sintese de Triazois Promissores para Inibicdo da CYP51 do Trypanosoma
cruzi. 2016. 103p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de
Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Seropédica, RJ, 2016

O Trypanosoma cruzi € o parasito causador da tripanossomiase americana (Doenca de Chagas),
uma doenca tropical negligenciada antes restrita a Ameérica do Sul, América Central e México,
mas que vem apresentando um nimero cada vez maior de casos no mundo. Atualmente, o
tratamento da Doenca de Chagas no Brasil é limitado ao uso do farmaco benzonidazol, que é
pouco eficaz para a fase cronica da doenca e causa efeitos colaterais agressivos, o que torna a
pesquisa por novos farmacos imprescindivel. Uma estratégia adotada para o desenvolvimento
de compostos bioativos contra T. cruzi consiste na inibicdo de uma enzima essencial para a
integridade da membrana celular do parasito, a enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51),
causada pela coordenacdo de compostos contendo anéis heterociclicos com o atomo de ferro do
grupo heme presente na enzima, fundamental para a atividade. Dessa maneira, foram utilizadas
nesse estudo técnicas de modelagem molecular, incluindo docagem molecular e calculos
quanticos semi-empiricos, para analisar a interacdo de uma série de compostos heterociclicos
de atividade conhecida sobre a CYP51 do T. cruzi e com isso se obter informacdes necessarias
para a construcdo de um modelo efetivo para a previsdo tedrica da atividade destes compostos.
O modelo proposto apresentou um bom coeficiente de correlagdo mdultipla com os termos
utilizados para sua construgdo, com um r2=0,84. Esse modelo foi utilizado para o planejamento
de novos triazdis derivados da piperina, com atividade tedrica calculada promissora contra a
CYP51 de T. cruzi. Alguns dos melhores compostos foram selecionados e sintetizados neste
projeto, com a proposta de serem avaliados em testes in vitro e in vivo contra a doenga de

Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, docagem, método semi-empirico, esterol 14a -

desmetilase, compostos triazolicos.
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ABSTRACT

CASTRO, L. H. E.; Construction of a Theorical Model for Prediction of Activity for The
Design and Synthesis of Promising Triazoles as Inhibitors of Trypanosoma cruzi CYP51.
2016. 102p. Dissertation (Master in Chemistry, Organic Chemistry). Instituto de Ciéncias
Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica,
RJ, 2016

Trypanosoma cruzi is the parasite that causes american trypanosomiasis (or Chagas disease), a
neglected tropical disease previously restricted to South and Central Americas and Mexico, but
now with several cases around the world. Currently in Brazil, the treatment of Chagas disease
is done, only using benznidazole, which is not effective for the disease’s chronic phase and
causes aggressive side effects, which explains the necessity of researches to find novel anti-
Chagas compounds. A strategy adopted for the development of bioactive compounds against T.
cruzi consists on the inhibition of the sterol 14a-demethylase enzyme (CYP51), which is
essential for the parasite’s cellular membrane integrity. The inhibition can be achieved by a
complexation of heterocyclic ring-containing compounds with the iron atom of heme group,
present on CYP51. Thus, molecular modeling techniques were used on this study to analyze
the interaction of a heterocyclic compounds (with known activity) with T. cruzi CYP51 in order
to obtain the necessary information to construct an effective model for the theoretical activity
prediction of these and also novel compounds. The proposed model presented a good multiple
correlation coefficient (r2 = 0.84) with the terms used to its construction. The model was used
to help the design of novel piperine derivatives with a triazole ring, that presented promising
theorical activities against T. cruzi CYP51, calculated by the model. The most promising
compounds were selected and synthesized with the purpose of being tested in vitro and in vivo

against T. cruzi.

Keywords: Chagas disease, docking, semi-empirical, sterol 14a-demethylase, triazolic

compounds.
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1  Introducao

O Trypanosoma cruzi € o parasito causador da tripanossomiase americana, conhecida
popularmente como doenca de Chagas. A doenca de Chagas ¢ uma doenca tropical negligenciada
originalmente incidente em paises pouco desenvolvidos econémica e socialmente, tendo maior
namero de casos na América do Sul, América Central e no Méexico, mas que se encontra atualmente
também em paises desenvolvidos (GASCON, et al., 2010).
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Figura 1: Distribuicdo mundial dos casos da doenca de Chagas (2006-2010) (Adaptado de World
Health Organization, 2013)

Um grande problema associado as doencas negligenciadas € o pouco interesse que as
indUstrias farmacéuticas apresentam para investir na pesquisa e no desenvolvimento de farmacos para
o tratamento dessas doencas. Isso pode ser atribuido ao fato destas doencas atingirem a parcela mais
pobre da populacdo, que ndo tem condicGes de pagar por medicamentos caros; sendo assim, as
empresas nao vislumbram grande lucratividade com a comercializagdo de medicamentos para tais
doencas.

A doenca de Chagas faz parte dessa realidade, pois atualmente existem apenas poucos
farmacos utilizados para o tratamento da doenca. Entretanto, tais medicamentos apresentam efeitos
colaterais severos (COURA, et al., 2002) (MAYA, et al., 2007).

Um alvo que vem sendo explorado na busca por novos farmacos para o tratamento da doenca
de Chagas ¢ a enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51) (ALCAZAR-FUOLL, et al., 2008), da familia
citocromo P450. Essa enzima é fundamental para a sobrevivéncia do T. cruzi, pois participa da etapa
de desmetilacdo para a biossintese de esterdis, que sdo componentes das membranas celulares de
diversos organismos vivos, inclusive o T. cruzi. Dessa maneira, uma vez que se consiga inibir a
atividade desta enzima, a producdo de esterol sera interrompida e a estrutura celular do parasito sera
comprometida, acarretando em sua morte (PODUST, et al., 2001).

Uma estratégia utilizada para a inibicdo da CYP51 é a utilizacdo de compostos que tenham
capacidade de se complexar, geralmente através de um anel heterociclico, com o atomo de ferro
presente no grupo Heme da enzima (PODUST, et al., 2001).

Os inibidores da biossintese de esterdis (do inglés, sterol biosynthesis inhibitors - SBI)
constituem o maior e 0 mais importante grupo de compostos ja desenvolvidos para o controle de
doencas fungicas em plantas e animais, exibindo, frequentemente, altissima poténcia antifungica;
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incluem compostos quimicos estruturalmente muito diversificados, dentre eles os triazdis, imidazois,
pirimidinas, morfinas, piperazinas, entre outros (BRENDT, K. J., 1995). Os SBI séo separados em
classes de acordo com o alvo enzimatico que eles apresentam e, entre elas, a classe dos inibidores da
desmetilacdo de esterois (do inglés, sterol demethylation inhibitors - DMI), que inibem a CYP51, é a
que tem apresentado maior destaque. Estes resultados estimularam estudos de compostos
heterociclicos, incluindo triazois, imidazdis, piridinas e pirimidinas, como possiveis inibidores da
CYP51 do T. cruzi (PODUST, et al., 2001).

Tendo em vista o potencial inibitério dos DMI’s, Andrini e colaboradores desenvolveram um
estudo com uma serie de compostos que apresentam aneis heterociclicos ligado a um anel lipofilico,
sintetizados com diferentes espacadores entre esses grupos, conforme apresentado na Figura 2.

Esses compostos tiveram as suas atividades determinadas por ensaios in vitro com meio de
cultura contendo formas tripomastigotas de T. cruzi. Demonstraram ser bons inibidores do processo
de infeccdo por T. cruzi, sendo inclusive obtida uma estrutura cristalografica da enzima CYP51 co-
cristalizada com um dos inibidores que apresentou melhor atividade, corroborando a proposta de que,
de fato, 0 mecanismo de atuacdo dos compostos seria pela inibicdo da CYP51 de T. cruzi (ANDRINE,
etal., 2003).
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Figura 2: Estrutura genérica dos compostos heterociclicos com atividade anti T. cruzi, estudados por
Andrini e colaboradores.

Outra linha de pesquisa desenvolvida também com objetivo avaliar a atividade de novos
compostos contra T. cruzi, realizada pelo grupo coordenado pelo Prof. Marco Edilson F. Lima, da
UFRRJ, utilizou a piperina extraida e isolada de frutos secos da Piper nigrum, conhecida
popularmente como pimenta do reino (Figura 3), para sintetizar derivados através da incorporacéo de
nucleos 1,2,4-triazolas-3-tionas em sua estrutura (Figura 4). O planejamento desses derivados foi
baseado na provavel capacidade de coordenacdo de um dos heterodtomos triazélicos com o Fe do
grupo Heme da CYP51 de T. cruzi, levando a uma inibicdo da biossintese de ergosterol, além da
atividade ja descrita na literatura da piperina e de seus derivados (FRANKLIM, et al., 2013).

Figura 3: Piper nigrum (pimenta do reino) e seus frutos secos, respectivamente.
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Figura 4: Estruturas da piperina e estrutura genérica de seus derivados heterociclicos.

Esses compostos tiveram sua atividade determinada por ensaios in vitro e alguns
apresentaram uma boa inibi¢do, com valores de Clso entre 44,20 e 13,22 uM, contra formas
epimastigotas de T. cruzi e, desse modo, podem ser considerados compostos bioativos
promissores para o desenvolvimento de novos farmacos (FRANKLIM, et al., 2013).

No presente trabalho foi utilizada uma série de imidazois de atividade conhecida,
estudados por Andriani e colaboradores, para se construir um modelo tedrico para a previsao
da inibicdo da CYP51 de T. cruzi, por modelagem molecular. Este modelo foi empregado
para avaliar o efeito de mudancas estruturais na série original, objetivando a obtencéo de
compostos mais ativos na inibicdo da enzima. Os compostos planejados de perfil mais
promissor foram selecionados e sintetizados neste trabalho.
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2 Revisao de Literatura

1.1. A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas foi descoberta pelo médico e cientista brasileiro Dr. Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas (Figura 5) em 1909, enquanto era pesquisador assistente do
Instituto Oswaldo Cruz. Ele identificou o agente etiol6gico, o vetor, o hospedeiro, as
manifestacdes clinicas e a epidemiologia da doenca, tornando notavel as autoridades da
época a importancia médica e social da doenca (CHAGAS, 1909).
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Figura 5: Foto de Carlos Chagas o cientista que elucidou a doenca de Chagas (Fiocruz).

A doenca € caracteristica do continente americano, motivo pelo qual é denominada
tripanossomiase americana, atingindo México, parte da América Central e toda América do
Sul de maneira endémica. Contudo, o processo migratorio, o turismo, o uso de drogas e
outros meios de transmissao, contribuiram para a disseminacdo da doenca em paises de
regides ndo endémicas (GASCON, et al., 2010). Existem entre 6 e 7 milhdes de infectados
pelo mundo nas regides endémicas principalmente e com a globalizacdo, milhGes de
individuos correm risco de contaminacgdo (WHO-World Health Organization).

Até os dias de hoje, ndo ha perspectiva de criacdo de uma vacina para a doenca de
Chagas e o tratamento contra a doenca ainda é pouco efetivo (COURA, et al., 2002). Sendo
assim, pesquisas para o desenvolvimento de quimioterapicos sao recorrentes e de extrema
importancia para seu controle.

1.1.1 Agente etioldgico: Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario flagelado que pertencente ao reino Protista, sub-reino
Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma (LEVINE, et al., 1980).
A ordem Kinetoplastida é caracterizada pela presenca do cinetoplasto, que se trata de uma
regido especializada que contem o DNA mitocondrial (TELLERIA, et al., 2006). O T. cruzi
se desenvolve em insetos hematofagos da familia Reduviidae, em pequenos mamiferos de
vida silvestre e em humanos, nos quais causa a doenca de Chagas.

O T. cruzi pode se apresentar sob as formas amastigota, epimastigota, tripomastigota
e promastigota (raramente nesta forma) (Figura 6). As amastigotas séo formas de replicagédo
intracelular presentes na fase cronica da doenca, que tém por caracteristica ndo possuir
organelas de locomocdo, apresentar pouco citoplasma, nucleo grande e se multiplicar por
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divisdo binaria (LOZANO, 2011). As formas epimastigotas sdo encontradas no tubo
digestivo do vetor, ndo sdo infectantes para os vertebrados, tém forma fusiforme e
apresentam o cinetoplasto junto ao nucleo, possuindo flagelo, membrana ondulante e se
multiplicam por divisdo binaria simples no vetor (NEVES, et al., 2005). As formas
tripomastigotas sdo fusiformes e alongadas com flagelo de grande mobilidade préximo ao
cinetoplasto, ocorrendo na corrente sanguinea dos hospedeiros vertebrados e no tubo
digestivo do vetor (TYLER, et al., 2001).

-
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epimastigota amastigota  tripomastigota

Figura 6: Formas do T. cruzi encontrada no vetor Triatoma infestans e nos hospedeiros
vertebrados - epimastigota, amastigota e tripomastigota.

1.1.2 Transmissao

A principal forma de transmissao do 7. cruzi para o ser humano e outros animais, se
da pelo inseto hematofago Triatoma infestans (Triatominae), popularmente conhecido como
barbeiro, que pertencente a ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae.
Quando o inseto pica o individuo para se alimentar de seu sangue, usualmente no periodo da
noite, ele libera imediatamente tripomastigotas do 7. cruzi através das fezes, que penetram
no hospedeiro humano quando o mesmo co¢a o ferimento deixado pela picada, como
consequéncia do prurido intenso que a picada causa; os tripomastigotas podem penetrar o
hospedeiro através das mucosas, caindo assim na corrente sanguinea (ANDREOLLO, et al.,
2009).

Outras formas de transmissao incluem a transfuséo de sangue, transmisséo vertical e
contaminacdo oral por ingestdo de alimentos contaminados. J& mecanismos secundarios de
infeccdo ocorrem por acidentes laboratoriais, transplante de 6rgéos e mesmo por vetores que
ndo os triatomineos (ROQUE, et al., 2008).

1.1.3 Ciclo do parasito
Na Figura 7, é possivel observar um esquema simplificado das principais etapas do

ciclo do T. cruzi, que se divide em dois estagios, um ocorre no triatomineo e o0 outro no
hospedeiro vertebrado.
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CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Figura 7: Ciclo de transmissdo do T. cruzi (simplificado). Infogréfico: Venicio Ribeiro,
ICICT/Fiocruz (Ministério da Educacéo - Portal do Professor).

No vetor, o ciclo do parasito inicia-se durante a alimentacdo do barbeiro; assim, as
formas tripomastigotas, que estdo presentes na corrente circulatéria de hospedeiros
mamiferos, sdo ingeridas pelo vetor. No intestino médio do triatomineo, as formas
tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas, as quais se multiplicam por divisao binaria
simples e migram para o0 intestino posterior, onde novamente se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas que sdo liberadas juntamente com as fezes (DAROCHA, et al.,
2002).

Ja no hospedeiro vertebrado, o ciclo tem inicio quando as formas tripomastigotas
metaciclicas entram em contato com mucosas ou lesdes na pele. Estas formas invadem os
primeiros tipos celulares que encontram, podendo ser células epiteliais, macréfagos,
fibroblastos, entre outras, onde se converte na forma amastigota; ocorre proliferacdo
intracelular por sucessivas divisdes binarias e liberacdo de novas formas tripomastigotas,
assim como formas intermediarias e amastigotas, em menor propor¢do (ANDRADE, et al.,
2011).

1.1.4 ManifestacGes clinicas

Existem dois estagios clinicos associados a doenca de Chagas, que séo 0 estagio
agudo e o estagio cronico. O periodo de tempo entre o término da fase aguda e 0s primeiros
sintomas da fase cronica € denominado periodo de laténcia ou indeterminado
(KASHIWABARA, et al., 2013).
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A fase patoldgica aguda se inicia de 4 a 12 dias ap0s a infeccdo e dura em média de
6 a 8 semanas (KASHIWABARA, et al., 2013). E comum o aparecimento de sinais de porta
de entrada da infeccdo, como sinal de Romafia e o Chagoma de inoculagdo, ambos
apresentados na Figura 8. O sinal de Romafia corresponde a um edema indolor na palpebra
inferior e superior de um dos olhos, que apresenta uma coloragdo eritematoso-violacea,
congestdo conjuntival e linfonodomegalia satélite. Ja o0 Chagoma de inoculagédo consiste em
um pequeno nédulo eritematoso que pode surgir em qualquer regido do corpo em que 0
parasito possa ter picado.

A

Figura 8: Sinais de infeccdo da doenca de Chagas: sinal de Romafa a esquerda e Chagoma
a direita (KINOSHITA-YANAGA, 2009).

A fase aguda é caracterizada por ter poucos sintomas ou ser assintomatica, mas
quando se manifesta, apresenta um quadro febril, miocardite, alteragdes eletrocardiograficas,
linfonodomegalia generalizada, hepatoesplenomegalia, manifestacbes neuroldgicas
caracteristicas de meningo-encefalite e manifestacdes cardiacas (COLOSIO, et al., 2007)
(SANTOS, 2011). A fase aguda sintomatica ocorre principalmente em criancas, na primeira
década de vida, podendo levar a morte devido a complicacfes decorrentes de insuficiéncia
cardiaca e processos inflamatorios que envolvem o cérebro (BOAINAIN, et al., 1979)
(DIAS, 1993).

A medida que os niveis de parasitemia e as lesdes inflamatérias da fase aguda
diminuem de intensidade, uma miocardite focal se instala durante a fase indeterminada da
doenca, que € caracterizada por inexisténcia de manifestacdes clinicas (sinais e/ou sintomas
da doenca) significantes, eletrocardiogramas ndo apresentam alteracdes significativas, o
coracdo, eso6fago e célon sdo radiologicamente normais e sorologia reagente, normalmente,
diagnosticado em bancos de sangue (COLOSIO, et al., 2007) (SANTOS, 2011).

Apds o periodo de laténcia que pode durar varios anos, a fase crénica se manifesta
podendo apresentar sintomas mais graves como a inflamacdo dos diversos tecidos
infectados, além de complicacdes no sistema cardiovascular e digestivo, causados por
mudancas anatbmicas no miocardio e no tubo digestivo. Nesta fase, observa-se reativacao
intensa do processo inflamatorio (FRANCA, et al., 2014). A forma cronica cardiaca da
doenga é a mais relevante pela elevada morbimortalidade causada pelos diversos danos
ocorridos no sistema de conducéo e pela faléncia cardiaca nos casos graves da Doenca de
Chagas (LUNARDELLL, et al., 2007).

1.1.5 Prevengao

Tendo em vista que ainda ndo existe uma vacina contra a doenca de Chagas, as
medidas preventivas contra a doenca séo de extrema importancia. As medidas de prevencao
da doenca estdo diretamente relacionadas aos meios de transmissdo do parasito,
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principalmente pelo vetor triatomineo. Sendo assim, elas se relacionam com as condi¢des de
vida do individuo, neste caso deve-se levar em consideragdo sua habitagdo, ja que moradias
inadequadas acabam alojando o inseto vetor; a transmissdo via oral; a contaminagdo
congénita; os possiveis acidentes, e a doagdo de sangue (NEVES, et al., 2005).

Desse modo, a maior prevencao consiste em se proteger contra o vetor barbeiro e por
isso, recomenda-se que as casas sejam feitas preferencialmente de alvenaria a fim de que o
barbeiro nédo se aloje nas frestas e reentrdncias comuns em casas de pau-a-pique, sapé,
madeira, barro, etc., que sdo materiais utilizados em residéncias mais rusticas,
principalmente na zona rural. Além disso, o contato com o barbeiro pode ser evitado
utilizando mosquiteiros, telas ou inseticidas, no periodo da noite principalmente, quando o
barbeiro costuma se alimentar. Resumidamente, a prevencdo da transmisséo vetorial da
doenca consiste basicamente em eliminar ou reduzir o contato do homem com o vetor, sendo
a retirada de triatomineos no &mbito domiciliar um meio l6gico de prevengdo (SILVEIRA,
etal., 2011).

A transmissdo por via oral tem um carater mais aleatdrio e por isso o controle ¢ mais
dificil, entretanto, em areas com presenca de triatomineos, medidas de higiene e selecao de
alimentos adequada se tornaram imprescindiveis. E em caso de maes lactentes contaminadas
¢ aconselhéavel a suspensdo da amamentagdo caso essas estejam em fase aguda da doenca
(DIAS, et al., 2011).

A prevencao para contaminagdo por transfusdo sanguinea ¢ feita com o controle do
doador de sangue por meio da adog¢do de medidas profilaticas com o doador e durante a
doagdo, com testes soroldgicos, e triagem clinica dos doadores (MORAES-SOUZA, et al.,
2011).

1.1.6 Tratamento

Os Unicos farmacos usados no tratamento da doenca de Chagas sdo o nifurtimox
(Lampit®, desenvolvido pela Bayer), que é um derivado do nitrofurano, e o benzonidazol
(Rochagan®, Radanil®, desenvolvido pela Roche), que é derivado do nitroimidazol (Figura
9). Em geral, os dois farmacos apresentam resultados bons na fase aguda da doenca,
principalmente em criancas, com até 80% de eficacia, enquanto na fase crénica os resultados
clinicos encontrados nédo séo satisfatorios (10 a 20% de pacientes curados de acordo com
diferentes analises); além disso, o tratamento permite adiar a progressao da doenca durante
a fase cronica, diminuindo, assim, a necessidade de recursos medicos durante essa fase da
doencga (COURA, et al., 2002).
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Figura 9: Estrutura do nifurtimox, referente ao Lampit® (Bayer) e estrutura do
benzonidazol, referente ao Radanil® (Roche)

Tanto o nifurtimox quanto o benzonidazol atuam através da formacao de radicais
livres e metabdlitos eletrofilicos e como os mecanismos celulares de defesa contra o estresse
oxidativo sdo defectivos em T. cruzi, esses radicais livres sdo responsaveis pelo efeito
tripanocida destes farmacos (MAYA, et al., 2007).

Entretanto, ambos os farmacos apresentam alguns aspectos negativos como dosagem
alta e por um longo periodo, efeitos colaterais graves e finalmente, como ja dito, os farmacos
ndo sdo tdo eficazes na fase cronica da doenca.

Dentre os efeitos colaterais causados pelo tratamento, pode-se ressaltar anorexia, dor
abdominal, nausea, vomitos, cefaléia, febre, depressdo do sistema nervoso central ou
sintomas psicoticos, dermatites e parestesia (COURA, et al., 2002) (MAYA, et al., 2007).

O nifurtimox, em especial, teve sua comercializacdo suspensa no Brasil, na
Argentina, no Chile e no Uruguai na década de 80 devido a existéncia de cepas resistentes,
além de apresentar alta toxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade, mesmo em dosagens
baixas; sendo assim, atualmente somente o benzonidazol é utilizado para o tratamento da
doenca de Chagas.

1.2.  Alvo Quimioterapico para Novos Farmacos: Inibicdo da Biossintese de Esterois

1.2.1 Biossintese de esterois

Os esterois sdo biomoléculas derivadas de isoprenos, presentes na membrana da
maioria das células eucaridticas. Eles apresentam um nucleo esterdide com quatro anéis de
carbono fusionados, sendo que trés deles possuem seis &tomos de carbono e um possui cinco
atomos de carbono (Figura 10) (LEHNINGER, et al., 2011).
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Ergosterol Colesterol

Figura 10: Estrutura do nucleo do esterol, do ergosterol - biossintetizado por fungos e
protozoarios, e do colesterol- biossintetizado por mamiferos; em destaque, as diferencas
entre as estruturas.

Nos mamiferos, o produto final da biossintese de esterol é o colesterol, enquanto que
em fungos e protozoarios, sdo produzidos 24-alquil-esterdis, como o ergosterol, que €
responsavel pela manutencdo da estrutura e funcdo da membrana plasméatica (GOLAN,
2009). Os esterois sdo fundamentais para a o crescimento, desenvolvimento e proliferacao
em todas as fases do ciclo de vida da maioria dos fungos e do protozoario T. cruzi.

Tendo em vista a grande importancia do ergosterol para a sobrevivéncia do T. cruzi,

um importante alvo para o desenvolvimento de quimioterapicos contra a doenca de Chagas
consiste em enzimas que participam das etapas da rota biossintética do ergosterol, ja que,
uma vez que se iniba efetivamente uma dessas enzimas, a producdo de ergosterol fica
comprometida, bem como a integridade da membrana plasmatica das células do parasito.
A biossintese de esterdis é um processo que ocorre em varias etapas mediante a acdo de
diferentes enzimas, que transformam a acetilcoenzima A em colesterol ou ergosterol, como
€ 0 caso do T. cruzi. No Esquema 1, podemos observar as principais etapas da biossintese
do ergosterol, as enzimas envolvidas nessas etapas, além de alguns exemplos de inibidores
de algumas etapas dessa via (FRANCA, et al., 2014).
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Esquema 1: Via da biossintese do ergosterol. Em azul estdo as enzimas e em roxo 0s seus
inibidores respectivos. (FRANCA, et al., 2014)
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As enzimas dessa rota biossintética, que foram mais bem elucidadas até a atualidade,
séo a esterol 14a-desmetilase, lanoesterolsintase, esqualenoepoxidase, esqualenosintase, A-
24 (25) esterol metiltransferase, farnesilpirofosfatosintase e a farnesiltransferase. Dentre os
inibidores mais representativos da sintese de ergosterol tém-se os derivados azolicos
inibidores da esterol 14o-demetilase, cetoconazol (WHO - World Health Organization,
1991), fluconazol (DIAS, 1995) e itraconazol (BRENER, et al., 1979), além do inibidor da
farnesiltransferase, tipifarnib (BRENER, 1968) (Figura 11).
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Figura 11: Exemplos de inibidores da sintese de ergosterol: inibidores da esterol 14a-
demetilase: cetoconazol (6) (WHO - World Health Organization, 1991), fluconazol (7)
(DIAS, 1995) e o itraconazol (8) (BRENER, et al., 1979) ; inibidor da farnesil transferase:
tipifarnib (9) (BRENER, 1968)

1.2.2 Esterol 14a-desmetilase (CYP51)
A enzima esterol 14a-desmetilase, ou CYP51, pertence a superfamilia do citocromo

P450 e é responsavel pela desmetilacdo oxidativa de esterois intermediarios através de um
grupo Heme (JOHNSON, et al., 2007).
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Na via biossintética do ergosterol, apos a formacdo de lanosterol, a CYP51 catalisa
uma reacdo limitante de remocéo oxidativa do grupo 14o-metil para produzir intermediarios
insaturados, formando o zimosterol (YOSHIDA, 2000).

A reacdo ocorre em trés etapas: primeiramente, o grupo 14-metila do substrato é
convertido em 14-hidroxi-metila, em seguida € transformado em 14-carboxialdeido e
finalmente, forma-se o 14-formila, quando ha a eliminacdo de acido férmico com uma
concomitante formacéo de uma ligacdo dupla entre as posic¢des 14 e 15 do substrato (Figura
12) (SHAYADEHI, 1996).
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Figura 12: Etapas da reacdo de desmetilacdo do lanosterol no C14 catalisada pela CYP51
(WATERMAN, et al., 2005).

Uma condicdo fundamental para que o processo de desmetilacdo ocorra, é o
posicionamento do substrato préximo ao complexo ferro-porfirinico IX (heme) presente na
CYP51, pois ele auxilia nas reagdes do tipo redox que ocorrem durante a desmetilacéo
(Figura 13) (GENGERICH, 1990). O grupo heme encontra-se ligado a CYP51 através de
uma ligacdo coordenativa entre o ion ferro (1), com o enxofre de um residuo de cisteina e
com uma molécula de agua, que € substituida pelo substrato quando ocorre a desmetilagédo
(PODUST, et al., 2004).
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Figura 13: Representacdo do grupo heme ligado ao sitio ativo da CYP51 de T. cruzi (codigo
no PDB: 46HO) interagindo com um residuo de cisteina e com uma molécula de agua, na
auséncia de um substrato. A enzima esta na representacdo cartoon na cor verde, 0 grupo
heme esté representado na forma de bastdes (C na cor magenta) e o residuo de cisteina esta
representado na forma de bastdes (C na cor ciano).

1.2.3 Compostos azolicos na inibicdo da biossintese de esterois

Véarios compostos que atuam inibindo diferentes etapas da biossintese do ergosterol
foram estudados no tratamento experimental da doenca de Chagas, como estatinas,
bifosfonatos, inibidores da esqualeno sintase, alilaminas, inibidores da oxidoesqualeno-
ciclase,azoise azasterois (FRANCA, et al., 2014).

Os DM azdlicos, que atuam interrompendo a atividade da esterol 14a-desmetilase
(ALCAZAR-FUOLL, et al., 2008), sdo ativos por via oral e apresentam um amplo espectro
de atividade antifungica e baixa toxicidade. A partir destas caracteristicas, muitos triazois,
imidazois, piridinas e pirimidinas tém sido estudados como inibidores da CYP51 de T. cruzi
(PODUST, et al., 2001).

Testes indicam alta atividade dos DMI contra o T. cruzi, sendo que alguns inclusive
sdo ativos na fase cronica da doenca. A importancia desses inibidores em estudos da agéo
anti-T. cruzi pode ser confirmada por esta classe ser a unica que alcancou triagens clinicas
avancadas como candidatos a farmacos (GASCON, et al., 2010).

Villata e colaboradores, por exemplo, indicaram em seu estudo que o composto (10)
(Figura 14) apresenta boa atividade tanto na fase aguda quanto na cronica, em testes feitos
em ratos infectados por T. cruzi, possuindo propriedades farmacocinéticas promissoras, com
uma boa biodisponibilidade por via oral, além de ter baixa toxicidade e um custo reduzido
(VILLATA, et al., 2013). Além disso, em estudo de Soeito e colaboradores, tanto o (10)
quanto o seu derivado (11) se mostraram ativos contra as formas amastigota e tripomastigota
de T. cruzi em testes in vitro e in vivo para cepas resistentes ao benznidazol (SOEIRO, et al.,
2013).
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Figura 14: Compostos imidazolicos (10) e (11) com atividade anti-T. cruzi (VILLATA, et
al., 2013).

Um outro composto, triazélico foi estudado por Urbina e colaboradores com testes
in vitro e in vivo, o composto (12) (fig. 15), que apresentou boa atividade contra
epimastigotas (concentracéo inibitéria minima - CIM=0,3-1,0 uM) e amastigotas (CIM=1,0
HUM) do T. cruzi, além de apresentar um tempo de meia-vida longo e auséncia de efeitos
secundarios toxicos. Ainda neste estudo, foi avaliada a administracdo prolongada do
composto em camundongos em ambas as fases da doenca e se observou a sobrevivéncia e
cura das cobaias em 80-100% dos casos (URBINA, et al., 2003).

Figura 15: Composto (12), com atividade contra T. cruzi (URBINA, et al., 2003).

O mecanismo de inibi¢do da enzima da CYP51 consiste em promover a intera¢éo do
grupo heme com compostos que tenham a capacidade de se complexar com o ferro, como
os DM, caracterizados pela presenca de um anel heterociclico. Tais compostos ligam-se a
CYP51 e impedem que o substrato se ligue ao sitio ativo da enzima, interrompendo assim
sua conversdo catalitica e, por fim, a producéo de esterois (Figura 16).
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Figura 16: Representacdo da formagdo de um complexo octaédrico, através da coordenagao
do o Fe'" com os nitrogénios do anel do grupo heme, o enxofre da cisteina e um inibidor
proposto.

1.3.  Modelagem Molecular

A modelagem molecular utiliza métodos matematicos para o calculo de propriedades
moleculares com a finalidade de compreenséo e previsdo do comportamento de sistemas
moleculares, utilizando para tal computadores e programas na aplicacdo de tais métodos
(SANT'ANNA, 2002). A sua utilizagdo pode ter como finalidade, por exemplo, o
planejamento de novos compostos (SANT'ANNA, 2002), sendo que varios tipos de calculos
sdo realizados no sistema molecular em questdo, dependendo do tipo de estudo que foi
proposto.

A modelagem molecular pode contribuir em todos os estagios do planejamento de
compostos candidatos a ensaios farmacoldgicos e testes clinicos, desde a descoberta de um
protétipo até sua otimizacdo, em termos de afinidade, especificidade, toxicidade e
biodisponibilidade (OPERA, 2005).

Ela é uma ferramenta que pode ser usada para auxiliar o planejamento racional de
substancias bioativas, através do entendimento da interacdo de uma substancia bioativa
(ligante) com o seu biorreceptor, geralmente uma proteina (SANT’ANNA, 2009). Além
disso, a modelagem permite indicar teoricamente, dentre varios ligantes, quais triam maior
atividade sobre determinado biorreceptor (SCOTTI, et al., 2007). Assim, nas pesquisas de
compostos bioativos, testes in vitro e in vivo podem ser feitos apenas com aqueles que
possuam melhor atividade prevista, garantindo assim uma economia de tempo e recursos.

Cabe ressaltar que a modelagem molecular por si s6, ndo ird fornecer o composto
bioativo de interesse mediante apenas ao uso do computador. Na realidade, o trabalho de
desenvolvimento de novas moléculas envolve, necessariamente, o trabalho de uma equipe
multidisciplinar, em que os métodos computacionais serdo empregados de modo sistematico
para facilitar e otimizar todo o processo de desenvolvimento de compostos bioativos, tendo
em vista a grande complexidade de todo esse processo (SANT’ANNA, 2009).

Podemos dividir os métodos de modelagem molecular em dois grupos genéricos: 0s
métodos classicos, que abrangem a mecénica molecular e a dindmica molecular; e o0s
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métodos quanticos, que incluem os métodos ab-initio, DFT e semi-empirico. Na escolha do
método mais adequado, deve-se levar em consideracdo quais propriedades que serdao
avaliadas, a precisdo desejada e a capacidade computacional disponivel para a realizagdo dos
calculos (SANT’ANNA, 2009).

Estes métodos usam algoritmos que efetuam a minimizacéo da energia a partir de
uma geometria inicial do sistema molecular, os quais sdo bastante eficientes no caso de
estruturas isoladas. O problema é bem mais dificil no caso de sistemas que envolvem duas
ou mais moléculas interagindo, como é o caso de complexos ligante/proteina. Para estes
casos, um procedimento que tem sido amplamente usado € a docagem molecular.
Discutiremos os métodos usados neste projeto a seguir.

1.3.1 Método semi-empirico

Dentro do formalismo de Hartree-Fock, os métodos semi-empiricos utilizam algumas
aproximacoes na resolugdo e também introduzem parametros empiricos com finalidade de
evitar o calculo de algumas integrais da equacao proposta por E. Schridinger. Esse artificio
foi pensado principalmente para que o tempo de célculo e a demanda da capacidade
computacional fossem reduzidos e permitissem calculos quanticos de sistemas constituidos
por muitos dtomos, como é o caso dos sistemas de interesse em estudos de compostos
bioativos, permitindo a obtencdo de propriedades termodinamicas, cinéticas, calculos de
superficie de energia potencial, etc. (SANT’ANNA, 2009) (MORGON, et al., 2007).

Nos métodos semi-empiricos, é feito o tratamento apenas dos elétrons de valéncia,
sendo que os elétrons do cerne ndo sdo considerados explicitamente, pois contribuem menos
no comportamento das moléculas. Existem varios métodos semi-empiricos, cada qual com
tratamentos distintos para melhorar a precisdo dos célculos e reduzir as limitacfes impostas
pelas suas aproximacgdes (ALCACER, 2007).

Nesses célculos, as equacBes de Hartree-Fock sdo resolvidas de forma
autoconsistente, usando um conjunto de base minimo de valéncia, formado por funcGes do
tipo Slater (STO - Slater type orbitals) e construindo orbitais moleculares a partir do método
LCAO (Linear Combination of Atomic Orbitals), tendo como base a teoria dos orbitais
moleculares (MORGON, et al., 2007).

Como exemplo de métodos semi-empiricos, podemos citar o MNDO (Modified
Neglect of Diatomic Overlap) (DEWAR, et al., 1977), AM1 (Austin Model 1) (DEWAR,
1985), PM3 (Parametric Method 3) (STEWART, 1989), MNDO/d (Modified Neglect of
Diatomic Overlap, incluindo orbitais d) (THIEL, et al., 1992a), PM6 (Parametric Method 6)
(STEWART, 2007) e PM7 (Parametric Method 7) (STEWART, 2013).

O programa MOPAC (Molecular Orbital Package) incorpora a maioria dos avangos
nos métodos semi-empiricos; os Hamiltonianos semi-empiricos disponiveis nas primeiras
versdes do MOPAC foram MNDO, MINDO/3, AM1 e PM3 e 0s mais atuais sdo o PM6 (e
suas modificacfes) e PM7. Os Hamiltonianos séo utilizados na parte eletrénica do calculo,
para se obter orbitais moleculares, a energia (que é convertida no calor de formacao) e sua
derivada. Fazendo uso destes resultados, o programa pode calcular o espectro vibracional,
quantidades termodinamicas, efeitos de substitui¢do isotopica, aléem de constantes de forca
de ligacédo para moléculas, radicais, ions e polimeros (STEWART, 1999).

Os métodos PM6 e PM7, em especial, podem ser usados para sistemas que
apresentem metais de transicdo (STEWART, 2013), o que é um avan¢o quando comparados
aos demais métodos, j& que os metais de transicdo ofereciam alguns obstaculos, como por
exemplo, a pouca quantidade de dados de referéncia, a maioria deles sdo compostos de
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camada aberta, além de ser mais dificil a resolucéo de equagfes do método autoconsistente
para esses metais (MORGON, et al., 2007).

1.3.2 Docagem molecular

A técnica de atracamento ou ancoramento molecular ou ainda docagem (docking)
permite prever e explicar o modo de interacdo entre um ligante e uma proteina quando o sitio
de interacdo € conhecido (JONES, et al., 1997). Existem alguns programas de docagem que
usam uma serie de algoritmos para solucionar o problema do atracamento de ligantes na
proteina, onde se considera, em geral, o ligante como flexivel e a proteina como rigida
(VERDONK, et al., 2003).

Muitos programas empregam técnicas de inteligéncia artificial, como os algoritmos
genéticos (AG), que sdo bem eficientes na resolugdo de problemas com grande numero de
variaveis (LINDEN, 2006). O AG otimiza as solugdes encontradas em um processo
continuo, sendo considerado um dos melhores algoritmos de otimizagdo estocéstica,
encontrando solucBes proximas as encontradas, por exemplo, na cristalografia de raios-X
(DA COSTA, et al., 1999) (MORRIS, 1998).

Para a criacdo de um AG sdo necessarias 5 etapas: a codificacdo das variaveis, a
criagdo da populacéo inicial, a avaliacdo da resposta (aptid&o), o cruzamento (crossover) e a
mutacdo. Inicialmente, sdo geradas possiveis solucBes, que descrevem como o ligante
interage com a proteina, definidas por valores que descrevem suas translacdo, orientacao e
conformacao na proteina. Com essas solucBes geradas, tem-se a populacgéo inicial, que sera
mais diversificada se houver um nimero grande de solu¢des (REEVES, 1995). A pontuacao
de aptiddo é calculada a partir de funcdes especificas aplicadas as solucdes, para que seja
possivel ranquea-las. Algumas solucdes, selecionadas ao acaso, passardo por mutacoes
(alteracdes aleatodrias) ou cruzamentos (permutas das informacgdes entre individuos da
populagéo inicial). Por fim, as solu¢cdes da nova populacdo sdo classificadas por sua
pontuacdo de aptiddo e, se houver solucdes melhores do que as da populacgéo original, essas
solugdes serdo substituidas. (DA COSTA, et al., 1999) (JONES, et al., 1997).

As funcbes de pontuacdo ou funcdes de escore (scoring functions) mensuram a
aptiddo dos ligantes nas solugBes encontradas para que seja possivel classificar as
conformacBGes e orientacbes do ligante no biorreceptor, chamado de poses ou
posicionamentos. Existem funcGes de escore baseadas em campo de forca (force-field-based
scoring functions), empiricas (empirical scoring functions) e baseadas em conhecimentos
(knowledge-based scoring) (MORGON, et al., 2007).

As funcdes de pontuacdo baseadas em campo de forca quantificam a soma de duas
energias, a de interacdo entre o receptor e o ligante, que surge das interacdes nao-ligadas
envolvidas no reconhecimento molecular, e a energia interna do ligante. Nesse tipo de
funcdo, as interacOes ligante/proteina sdo descritas utilizando termos de energia eletrostatica
e de van der Waals semelhantes aos usados na mecanica molecular (KITCHEN, et al., 2004).

As funcdes de pontuacdo empiricas reproduzem dados experimentais, como a energia
de interacdo, como uma soma de varias fungdes parametrizadas, baseadas na aproximacgéo
de que a energia de interag@o pode ser representada por uma soma de termos individuais ndo
correlacionados. Essas fungdes s&o mais simples do que as funcGes de campo de forca,
entretanto sdo dependentes de conjuntos de dados moleculares e por isso ndo podem ser
recombinados facilmente em uma nova fungéo de aptiddo (KITCHEN, et al., 2004).

Por ultimo, as fungbes de escore baseadas em conhecimentos foram feiras para
reproduzir estruturas experimentais ao inves de energias de interacdo. Os complexos
ligante/proteina sdo modelados usando potenciais de interacdo atomica relativamente
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simples. Entretanto, sua derivacdo é baseada na informacao codificada implicitamente em
conjuntos limitados de complexos ligante/proteina.

Existem dois fatores que dificultam a descri¢do das interacdes entre o bioligante e a
proteina, que podem ser incluidos no modelo, mas que representam um custo computacional
adicional que devera ser considerado na andlise da relacdo custo/beneficio do modelo
disponivel que sera adotado:

1. A flexibilidade das estruturas da molécula do bioligante e da proteina, pois estes
sofrem mudangas conformacionais durante a interagéo;

2. As moléculas de agua que cercam tanto o bioligante como o sitio de interacdo da
proteina e que devem ser deslocadas quando as duas moléculas vao interagir
(SANT’ANNA, 2009).

Um bom programa de docagem deve ter a habilidade de reproduzir 0 modo de
interacdo de ligantes identificado experimentalmente, geralmente por cristalografia de raios-
X. Para testar isso, o ligante é removido da estrutura cristalografica do complexo ligante-
proteina, e novamente inserido no sitio ativo utilizando-se o programa de docagem
(procedimento chamado redocagem). Faz-se entdo uma comparacdo entre 0os modos de
ligacdo experimental e de docagem, determinando-se a raiz do desvio médio quadratico
(RMSD, do inglés root mean square deviation), sendo que a predi¢do do modo de interacao
é considerada bem-sucedida quando o RMSD esté abaixo de um valor, usualmente de 2,0 A
(VERDONK, et al., 2003).
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3 Justificativa

A inexisténcia de vacinas que impecam a infeccdo pelo T. cruzi e a subsequente
manifestacdo da doenca de Chagas, bem como falta de medicamentos que combatam os
graves sintomas da doenca tanto na fase aguda quanto na fase crénica, além do pouco
interesse de grandes inddstrias farmacéuticas para o desenvolvimento dos mesmos, séo
fatores que tornam imprescindivel a pesquisa por novos farmacos para esta doenca, tendo
em vista 0 nimero de casos dessa enfermidade.

A pesquisa aplicada tanto para a elucidacdo de mecanismos de inibicdo contra o
parasito, quanto para a descoberta de novos compostos bioativos, é de grande relevancia para
a descoberta de novos farmacos para o tratamento da doenca.
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4 Objetivos

Com a finalidade de se obter novos compostos triazélicos inibidores da CYP51 de T.

cruzi, usando técnicas de modelagem molecular, este trabalho buscou:

estudar o sitio ativo da CYP51 do T. cruzi e 0 mecanismo de agdo de compostos com
atividade conhecida contra a enzima;

Identificar e calcular os parametros tedricos que se associem com 0 processo de
inibicdo da enzima para que seja possivel determinar um modelo tedrico adequado
que permita correlacionar tais parametros com a atividade inibitdria experimental;
Correlacionar os parametros teoricos calculados com a atividade inibitoria
experimental de compostos heterociclicos com o intuito de se propor um modelo
tedrico de predigdo de atividade de novos inibidores;

utilizar o modelo construido para avaliar a atividade tedrica de uma série de
compostos triazolicos derivados da piperina sintetizados pelo grupo de quimica
medicinal da UFRRJ, coordenado pelo Dr. Marco Edilson Freire de Lima, e propor
modificacbes estruturais nessa série, visando melhorar a atividade desses novos
derivados, frente a CYP51;

selecionar e sintetizar 0s compostos mais promissores.
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5 Metodologia

1.4.  Modelagem Molecular

1.4.1 Estrutura cristalogréafica da enzima

Para o estudo de interacdo dos compostos bioativos (compostos imidazdlicos) com
a enzima CYP51 de T. cruzi, foi necessario, primeiramente, a obtencdo de uma estrutura
cristalogréfica da enzima; para tal, fez-se uma busca no banco de dados de dominio publico,
Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/).

1.4.2 Construcéo dos ligantes

Ambas as séries de ligantes, os imidazois estudados por Andrine e colaboradores e
as 1,2,4-triazolo-3-tionas derivadas da piperina sintetizados por Franklim e colaboradores,
foram construidos e tiveram suas energias minimizadas utilizando o método quantico de
aproximacdo semi-empirica PM3 (STEWART, 1989) do programa Spartan’l4
(Wavefunction, Inc.).

1.4.3 Redocagem e docagem

A redocagem e a docagem foram feitas utilizando o programa GOLD 5.2 (CCDC).
Durante a docagem sdo geradas diversas geometrias (poses) para cada sistema ligante-
proteina por meio de um algoritmo genético, que recebem uma classificacao de acordo com
0 escore (ou pontuacdo) de aptiddo, um nimero adimensional que, quanto maior for, melhor
sera a interacdo proteina-ligante prevista. As pontuaces dependem da funcao de pontuacédo
usada, que, na versdo atual do programa, séo 4: ASP (MOOIJI, et al., 2005.), ChemScore
(ELDRIDGE, et al., 1997) (ELDRIDGE, et al., 1998), Goldscore (JONES, et al., 1997) e
ChemPLP (KORB, et al., 2009), que é a atual funcdo padrdo do programa.

Utilizamos o procedimento de redocagem para avaliar qual a funcdo de pontuacéo do
programa GOLD 5.2 (CCDC) seria a mais adequada para ser utilizada na docagem
molecular. Para tal, utilizamos quatro estruturas de CYP51, depositadas no PDB com 0s
seguintes codigos: 1E9X (PODUST, et al., 2011), 4H60 (BISWAS, et al., 2013), 3TIK
(BUCKNER, et al., 2012) e 2WUZ (CHEN, et al., 2010). Cada uma dessas estruturas
pertence a uma espécie diferente e apresenta um ligante diferente complexado com o ferro
do grupo heme da enzima.

Para fazer o redocagem, € necessario escolher um atomo (ou um ponto no espacgo)
para ser adotado como centro da cavidade do sitio de interacdo. A partir desse atomo, define-
se um raio maximo com o qual o ligante pode interagir com a proteina; o &tomo escolhido
foi o ferro complexado com o grupo heme da CYP51 e adotamos um valor de 20 A como
raio de interacdo dos ligantes com a proteina.

A docagem foi feita usando a funcéo selecionada na redocagem, ChemPLP, em
duplicata para ambas as séries. O atomo central adotado na docagem também foi o ferro do
grupo heme e o raio maximo de interacio usado foi de 15 A.

As poses de cada ligante foram selecionadas, tendo como critério a pontua¢éo na
docagem e também um critério geométrico, a distancia entre o nitrogénio imidazdlico e o
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ferro do grupo heme, ja que a complexagdo do heme com o composto heterociclico foi a
estratégia adotada para promover a inibicdo da CYP51.

A partir da melhor pose de cada composto imidazolico nos complexos
enzima/ligante, foram selecionados com o programa SwissPDB Viewer4.1.0 (GUEX, et al.,
1997) o ligante, o grupo heme e todos os aminoacidos com ao menos um atomo localizado
dentro de uma distancia de 6 A do grupo heme. O recorte foi feito para diminuir o tamanho
da estrutura com a qual seriam feitos os célculos quénticos seguintes, incluindo apenas a
parte da estrutura que interage diretamente com o ligante. Esse procedimento contribui,
sobretudo, para a diminui¢do no tempo de duracéo dos calculos quéanticos seguintes.

1.4.4 Calculo de entalpia de interacdo CYP51-inibidor

Os calculos realizados para otimizagdo e determinacdo da entalpia de interacdo dos
complexos CYP51-ligante, foram feitos com o método semi-empirico PM6 do programa
MOPAC 2016 [Stewart Computational Chemistry], que contém parametros para 70
elementos da tabela periddica, incluindo metais de transi¢do, como o Fe presente na CYP51
(STEWART, 2007).

Primeiramente, otimizou-se apenas os hidrogénios da estrutura, com 0 uso das
palavras-chave “NOOPT” e “OPT-H”. Em seguida, a otimizacao foi para todos os atomos
da estrutura, inclusive do ligante, excetuando-se as ligagdes peptidicas que foram fixadas no
espaco.

Os calculos foram feitos com os atomos no “vacuo” ¢ também em dois meios
distintos, a dgua e o interior de proteinas, buscando-se mimetizar o ambiente ao redor do
conjunto de dtomos selecionados. Para isso, foi usada a aproximacéo do continuo, através
das palavras-chaves referentes a constante dielétrica desses dois meios, que s&o
respectivamente EPS=78.4 e EPS=4.

A entalpia de interacdo foi calculada de acordo com a reacao representada a seguir
(Esquema 2). Nessa reacdo, considera-se um processo em que o atomo de ferro presente no
grupo heme da enzima CYP51 esteja complexado com um residuo de cisteina e também com
uma molécula de agua, que foi incluida na estrutura para a realizacao do calculo (PODUST,
et al., 2001). Dessa maneira, considera-se que os inibidores irdo interagir com a enzima na
regido do sitio ativo, préximo ao atomo de ferro, deslocando assim a molécula de dgua. Ao
final da reagéo, haveria um complexo da enzima com o ligante e a liberagdo de uma molécula
de 4gua. Entdo, cada sistema foi calculado separadamente, e ao final, o AH de interagdo
(AHint) foi calculado de acordo com Equacdo 1, com as entalpias de formacdo de cada
sistema.

Esquema 2
[CYP51 — H,0] + Inibidor = [CYP51 — Inibidor] + H,0

AHint = [AH(E-)) + AHH,0)] — [AH(E-H,0) +AH(1)]
Equacéo 1

Na equacdo acima, AHint € a entalpia envolvida na interagdo do inibidor com a
enzima; AH.p) é a entalpia de formagdo do complexo enzima-inibidor; AHH,0) é a entalpia
de formagcéo da agua; AHe-H,0) € a entalpia de formagdo do complexo enzima-molécula de
agua e AHq, é a entalpia de formacéo do inibidor.

41



1.4.5 Modelo tedrico para a predicdo de atividade inibitoria da CYP51

No modelo desenvolvido, utilizamos dados de Clso experimental de compostos
imidazdlicos e dados tedricos calculados para criar uma funcdo empirica que permita a
determinacéo da atividade tedrica de compostos de atividade desconhecida, para a inibigcdo
da CYP51, de maneira similar as propostas desenvolvidas por Wang e colaboradores no
estudo de inibidores da proteina cinase C (WANG, et al., 1994), posteriormente adaptadas
por Oliveira e colaboradores no estudo de inibidores da fosfodiesterase 4 (OLIVEIRA, 2006)
e por Rocha na predicdo da atividade de inibidores da esterol 14a-desmetilase (CYP51)
(ROCHA JR., 2009).

Considerando que a interacdo de um biorreceptor (uma enzima, por exemplo) com
um ligante, em sistemas biolégicos com numero de particulas, temperatura e pressao
constantes, a espontaneidade da interacdo para que haja a formacdo de um complexo
biorreceptor-ligante é determinada pela energia de Gibbs de interacdo (AGint)
(BROOIJIMANS, et al., 2003), de maneira que, quanto mais negativo for o valor de AGint,
mais favoravel sera a formacdo do complexo. Vale ressaltar que o AGint € constituido por
termos entalpicos e entropicos, conforme se observa na equacéo 2.

AGijne = AHjpe — TASipe
Equacéo?

Na equacdo acima, AHint € a entalpia de interacdo, T é a temperatura absoluta do
sistema e ASint € a entropia de interacao.

Além disso, na interacdo dos inibidores com a CYP51, em especial, podemos dividir
0 processo em duas etapas, de modo que na primeira etapa, ocorre o transporte do inibidor
da fase aquosa (com £=78,4) para o interior da CYP51 (com g=4); na segunda etapa, ocorre
de fato a interacdo do inibidor com o sitio ativo da CYP51, conforme representado no
Esquema 3.

Sitio Ativo._, + Inibidor._yg 4 Afi“t [Sitio Ativo — Inibidor].—,

AG; NN /7 AG,
Inibidor—4) + Sitio Ativog_,

Esquema 3
De acordo com o Esquema 3, é possivel escrever AGintda seguinte forma:
AGine = AG; + AG,
Equacéo 3
Por outro lado, o valor de AGint pode ser correlacionado a medidas experimentais de

afinidade, como o CEsp, Clsp ou a constante de inibicdo (Kj), mantendo uma correlagédo
matematica com AGint conforme a equagéo 4:
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RTInCEsy = 2,303RTlogCEsy = AGip:
Equacéo 4
Substituindo a Equacéo 3 na Equacdo 4, temos:
RTInCEs, = 2,303RTlogCEsy = AG, + AG,
Equacéo 5

Os dados de CEso usados nesse modelo se encontram na Tabela 1 e foram obtidos da
literatura de uma série de imidazois com atividade contra CYP51 de T. cruzi (ANDRINE, et
al., 2003).

Os valores do termo AG1 podem ser aproximados como a energia livre necessaria
para o transporte do inibidor da fase aquosa para a fase lipidica (interior da enzima). A
facilidade com que essa transferéncia ocorre pode ser relacionada pela hidrofobicidade do
inibidor, que por sua vez, é uma fungdo da solubilidade do mesmo em fase aquosa. Dessa
maneira, a solubilidade dos ligantes foi determinada pela energia de solvatacdo (AGsoy) dos
compostos usados para a construcdo do modelo, através do método SM5.4 (CRAMER, et
al., 1992) do programa Spartan’14 (Wavefunction, Inc.).

Wang e colaboradores propuseram que haveria uma dependéncia quadratica entre o
AG; e o logaritmo da medida da atividade, pois, como a enzima analisada por eles era de
membrana, valores extremos de solubilidade prejudicariam a atividade, de maneira que
valores muito negativos para esse termo poderiam fazer com que o inibidor interagisse muito
bem com a membrana ao invés de interagir com a enzima, enquanto que valores muito
positivos indicariam que a passagem do inibidor do meio aquoso para o interior da
membrana nao seria favorecida (WANG, et al., 1994).

Por fim, o termo AG, é composto por dois outros termos, um entalpico, AH,, e outro

entropico, -TAS,; Os valores de AH: incluidos para a construgdo do modelo foram
determinados de acordo com o item 1.4.4 descrito na Metodologia e 0 -TAS, € associado a

variacdes na entropia dos inibidores causadas pela interacdo com a cavidade do sitio ativo
da CYP51. Esta variagdo de entropia se deve ao fato de que num sistema, tanto o biorreceptor
quanto o ligante, encontram-se solvatados e podem apresentar altas entropias rotacional,
translacional e conformacional devido a liberdade de movimento, mas, ap6s a complexacao,
suas entropias diminuem (BROOIJMANS, et al., 2003).

Assumindo que as perdas translacionais e rotacionais sao semelhantes para ligantes
semelhantes, diferencas na perda de liberdade conformacional seriam as principais
responsaveis pela variacdo de entropia; para incluir termos entropicos dos ligantes na
construgdo do modelo foram utilizados valores de energia torsional (AE,, ) fornecidos pelo

programa GOLD 5.2 apds a docagem molecular com a fungdo ChemPLP.
Finalmente, é possivel reescrever a Equacdo 5 da maneira que segue:

RTlogCEsy = ¢;(AGgoy + €3)? + c3AH ;. + C4AE;,, + Cs
Equacéao 6

Os coeficientes c,-c. podem ser determinados por um ajuste da equagdo aos valores
experimentais do log CE,, através de uma analise por regressdo linear maltipla.
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1.5.  Sintese de Derivados da Piperina Planejados

1.5.1 Reagentes e solventes

Foram usados acetato de etila, acetona, cloroférmio, diclorometano, etanol, éter
etilico, metanol, solucdo de &cido cloridrico concentrado (37%) e hidroxido de
sodio adquiridos pela empresa Vetec; cloreto de oxalila, hidrato de hidrazina, isotiocianatos
de cicloexila e de fenetila, iodeto de metila, periodato de sodio e peroximonossulfato de
potassio - Oxone® (2KHSO,-KHSO,-K,S0O,) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.

Todos os solventes e reagentes apresentavam grau de pureza adequado (entre 98 e 99,9%),
ndo necessitando assim de tratamento previo.

1.5.2 Equipamentos

Foram usados o0s seguintes equipamentos:

e Reator de microondas - Modelo Discover - CEM Inc;

e Evaporador rotatdrio - Fisaton - Modelo 802;

e Placas de aguecimento e agitacdo - Corning e IKA;

e Céamara de revelacdo CCDA - da marca Entela, modelo 58 Handheld,
equipada com lampada UV com comprimento de onda de 254 e 365 nm;

e Os espectros de RMN de H (400 MHz) e de **C (100 MHz) foram obtidos
em um espectrofotometro Bruker, modelo Ultrashield Plus (400 MHz), no
Departamento de Quimica da UFRRJ. Os deslocamentos quimicos estao
referenciados em parte por milhdo (ppm) com relacdo ao padrdo interno
Met.Si. Solventes usados na solubilizagdo das amostras: cloroférmio (CDCI,)
e dimetil-sulfoxido (DMSO-Dy). Os espectros foram interpretados utilizando

o programa ACD D NMR Manager.

e Os espectros de massa de baixa resolucdo foram obtidos no cromatografo em
fase gasosa acoplado ao espectrdmetro de massas GCMS-QP2010 Plus da
Shimadzu (PPGQ-UFRRJ). Condicdes de analise: Coluna: vf-5MS (30 m X
0,25 x 0,25 mm); Temperatura: 200°C/1” - 10°C - 290°C/40 mim; Injetor:
270°C;

1.5.3 Metodologia geral para a sintese dos triazois

1.5.3.1. Preparacgdo do cloreto do acido (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-

il)penta-2,4-diendico

A reacéo foi feita em um bal&o de fundo redondo de 250 mL de capacidade, equipado
com barra de agitacdo magnética, septo de borracha e mantido sob atmosfera inerte. Foram
adicionados 1,20 g (5,499 mmol) do &cido piperinico, seguido da adicdo de
aproximadamente 3,631 mL (42,342 mmol) de cloreto de oxalila. Esta solucéo foi submetida
a agitacdo em temperatura ambiente por cerca de 30 minutos. Apés este tempo, constatou-
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se a finalizacdo da reacdo por cromatografia em camada delgada analitica — CCDA
(indiretamente, acompanhando a formacdo do ester metilico, através da reacdo de uma
pequena aliquota com metanol). Concluida a reagéo, o excesso de (COCI), foi removido em

evaporador rotatorio, restando apenas o cloreto de acila, na forma de um sdlido, de
coloracdo alaranjada, que foi entdo utilizado na etapa posterior, sem tratamento prévio,
devido a sua instabilidade em atmosfera Umida (FRANKLIM, et al., 2013).

1.5.3.2. Preparacéo da (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dieno-
hidrazida

A reacdo de preparacéo da acilidrazida foi realizada imediatamente ap0s a reagdo de
obtencdo do cloreto de acila, evitando assim a hidrolise deste intermediario. O soélido
formado apos a evaporacdo do excesso de cloreto de oxalila foi dissolvido em 12 mL de
diclorometano seco. Esta solucdo, mantida sob atmosfera inerte e em banho de gelo, foi
adicionada, gota a gota, sobre uma solucgéo contendo 2,5 mL de hidrato de hidrazina em 16
mL de CH,CI, seco, mantida num baldo de 125 mL, equipado com barra de agitacdo

magnética e septo de borracha, mantido sob atmosfera de nitrogénio seco. Apds o término
da adicdo, o meio reacional foi deixado por cerca de 10 minutos sob agitacdo a temperatura
ambiente. Por analise por CCDA verificou-se o término da reacdo. O solvente foi removido
no evaporador rotatdrio e apds adigcdo de agua destilada o produto foi filtrado sob presséo
reduzida (FRANKLIM, et al., 2013).

1.5.3.3. Preparacéo dos intermediarios 2-[(2E,4E)-5-(1,3benzodioxol -5-

il)penta-2,4-dienoil]-N-alquil/aril-hidrazinocarbotioamida

Em um baldo de 50 mL, equipado com barra de agitacdo magnética e condensador
de refluxo foram suspensas 450 mg (1,94 mmol) de hidrazida em 23mL de etanol. Sobre esta
suspensdo adicionou-se o volume correspondente a 2,33 mmol do isotiocianato de alquila
correspondente ao intermediario de interesse, sendo entdo a mistura submetida a irradiacédo
de microondas (80W, 78°C) sob refluxo por 30 min. A evolugéo da reacéo foi acompanhada
por CCDA. Apo6s o término da reacdo, a mistura foi colocada em evaporador rotatdrio para
eliminacdo do etanol e logo em seguida o produto foi utilizado na etapa de ciclizagdo
seguinte, para a formacao do triazol de interesse (FRANKLIM, et al., 2013).

1.5.3.4. Sintese dos derivados triazélicos (2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-
tiona-4-substituidos)

Ao produto da reagédo anterior, foi adicionado NaOH@q) 10% (1 equivalente em
relacdo ao substrato). A mistura foi submetida a irradiacdo de microondas mantida sob
refluxo por 30min (100W e 101°C). A reacdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada. A solucédo foi acidificada, apds o resfriamento com &cido cloridrico em
banho de gelo gerando a formacéo do precipitado. A mistura reacional foi filtrada e lavada
com agua gelada e apds isso todos os derivados foram purificados pelo método de
recristalizacéo utilizando-se etanol.
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1.5.3.5. Sintese dos derivados triazolicos alquilados (2,4-diidro-3H-
1,2,4-triazol-3-metilsulfeto-4-substituidos)

Em um baldo de 25 mL, equipado com agitador magnético, foi preparada uma
solugéo de 100 mg do triazol em 5 mL de etanol, sobre a qual, foi adicionada uma solugéo
33,6 mg de KOH dissolvidos em 2 mL de etanol. A mistura reacional foi submetida a
irradiagdo de micro-ondas por 5 minutos, acoplada a um condensador de redluxo. Em
sequida, foi adicionado 1 equivalente do respectivo iodeto de metila e a mistura foi
submetida novamente a irradiagdo em micro-ondas, por 1 h (adaptado de Naveena e
colaboradores (NAVEENA, et al., 2010) ).

O acompanhamento da reacéo foi feito por CCDA e ao final da reacéo, o solvente foi
removido por evaporador rotatério sob pressao reduzida. Fez-se uma suspensdo do sélido
formado com KOH@q 5% e fez-se uma extragdo com acetato de etila por trés vezes. O
solvente organico foi removido em evaporador rotatorio com pressdo reduzida.

1.5.3.6. Sintese dos derivados triazélicos oxidados (2,4-diidro-3H-1,2,4-

triazol-3-metilsulfoxido-4-substituidos)

Em um tubo de ensaio pequeno contendo uma barra de agitacdo magnética, foram
adicionados uma solucgéo de 63,3 mg do triazol em 3 mL de metanol e uma solucéo de 4
equivalentes de NalO, em relacdo ao triazol, em 1 mL de agua destilada. A reacdo foi feita

com banho de gelo e agitacdo em placa de agitacdo por 12h. O acompanhamento foi feito
por CCDA. Ao final da reacdo, foi feita uma extragdo com acetato de etila por trés vezes e
o0 solvente organico foi removido em evaporador rotatério com pressdo reduzida.
(LEONARD, et al., 1962)

1.5.3.7. Sintese dos derivados triazolicos oxidados Sintese dos derivados
alquilados  oxidados  (2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-metilsulfona-4-

substituidos)

Primeiramente, foi preparado uma solucdo com 20 mg do triazol com 2 mL de
metanol em um tubo de ensaio pequeno contendo uma barra de agitagdo magnética, em
banho de gelo. Foi adicionada uma solucdo de trés equivalentes de Oxone ®
(peroximonopersulfato de potassio) com 2 mL de &gua destilada e a reagdo foi mantida sob
agitacdo com banho de gelo por 2h. Foi feito um acompanhamento da reacdo por CCDA e
ao final da reacdo, fez-se uma extracdo com cloroférmio por trés vezes e por fim, o solvente
organico foi removido em evaporador rotatorio sob pressao reduzida (TROST, et al., 1981).

46



6  Resultados e Discussao

1.6. Construcdo de um Modelo Teorico

1.6.1 Estrutura cristalogréafica da enzima

Obtivemos a estrutura cristalografica da esterol 14a-desmetilase de T. cruzi de
codigo 4H60 no PDB, que se apresentava complexada com um inibidor NEU321 1-(3-(4-
cloro-3,5-dimetilfenoxi) benzil)-1H-imidazol. A estrutura foi obtida por difracdo de raios-x,
apresentando uma resolucéo de 2,8A. (ANDRINE, et al., 2003)

Figura 17: Estrutura cristalografica da enzima 14a-desmetilase do T. cruzi (PDB: 4H60)
representada na forma cartoon na cor verde; Na regido central da enzima, encontra-se o
grupo heme representado por bastes na cor verde e o inibidor co-cristalizado, representado
por bastdes na cor azul.

1.6.2 Ligantes

Tanto a Série A (Tabela 1) quanto a Série B (Tabela 2) tém dados de atividade contra
T. cruzi relatados na literatura, conforme apresentado nas tabelas abaixo. Deve ser destacada
a variabilidade das atividades medidas no trabalho de Andrine e colaboradores, com valores
de ECso variando em 4 ordens de magnitude, o que é adequado para a construcdo de um
modelo de previsdo. A série B, no entanto, é bastante limitada quanto a este aspecto.
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Tabela 1: Estrutura dos compostos estudados por Andrine e colaboradores e seus
respectivos valores de ECso.
@)
R4

. @
begep-incgelenes

R1

Al-A4 | A6-Al6 Ab Al7-A31
Série A
Composto X Rl R2 R3 R4 ECso(nM)*| Composto R ECso (NM)*
Al O(CH)s CH: Cl CHs H 23 AL7 W) 1100
N—/N
2N
A2 O(CH)s CHs Cl CHy H 25 as YW D“ 1100
\
A3 O(CH):s CHs ClI CH: H 5,1 IR 2800
\
A4 OCH)s CHs H H H 443 A20 ‘/\O 3700
—\
A5 NHCONH CI H H H 461 A21 ’L 3700
\N)‘
AG NH H NO; H CHy 72 A22 WO 5400
N
AT NH OCH; H H H 167 A23 /\/\ 6200
~
A
A8 0 CHs Cl CHs H 80 A24 ‘/\"\:\," 11200
N
=\
A9 0 Phh H H H 282 A25 N 10700
=
~I
A10 0 CHs H CHs H 330 A26 P 9800
N
\
All 0 CHs H H H 330 A27 N 13400
o]
AL2 0 H c H H 650 A28 ~ 14100
N—/N
o)
AL3 0 H H H CHy 771 A29 N 3400
N—/N
Al4 0 H H H H 1630 A30 &( D 12300
N—/N
S.
Al5 OCHs H CI H H 42 A31 N 2200
N—N
A6 OCHCHs H Cl H H 530

* (ANDRINE, et al., 2003)
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Tabela 2: Estrutura das 1,2,4-triazolo-3-tionas estudadas por Franklim e colaboradores e
seus respectivos valores de Clso.

N/NH
o) NN / N/\’:s
( L
o
Série B
Composto R Clso (UM)*

Bl Metil 44,20
B2 Etil 50,16
B3 Isopropil 26,98
B4 n-Butil 13,22
B5 n-Hexil 15,38
B6 Ciclohexil 18,30
B7 Fenil 38,96
B8 Benzil 39,39
B9 3,4,5-Trimetoxifenil 35,30
B10 terc-Butil 50,75
B11 4-(Metiltio)fenil 40,75
B12 3-Metoxifenil 48,02
B13 4-(Trifluormetil)fenil 18,46

* (FRANKLIM, et al., 2013)

O programa Spartan’14 (Wavefunction, Inc.) foi utilizado para a construcéo e
minimizacao de energia da série de imidazdis estudados por Andrine e colaboradores e da
série das 1,2,4-triazolo-3-tionas derivadas da piperina (FRANKLIM, et al., 2013) com o
método PM3 (STEWART, 1989) disponivel no programa. Através dele, também foi possivel
a determinacdo de AGsolv dos ligantes pelo método SM5.8 (CRAMER, et al., 1992) (Tabela
3).
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Tabela 3: Valores de energia de solvatagdo (em kcal/mol) determinados utilizando o
programa Spartan’14.

Composto  AGsolv (kcal/mol)  Composto  AGsolv (kcal/mol)

Al -8,70 Al7 -7,68
A2 -8,80 Al8 -10,10
A3 -8,73 Al9 -5,82
A4 -9,00 A20 -53,81
AS -15,62 A21 -10,62
A6 -13,29 A22 -6,22
A7 -12,32 A23 -52,86
A8 -9,26 A24 -11,52
A9 -10,53 A25 -5,79
Al0 -8,23 A26 -7,59
All -9,70 A27 -6,56
Al2 -9,85 A28 -8,46
Al3 -9,43 A29 -9,51
Al4 -9,70 A30 -6,69
Al5 -10,28 A3l -7,19
Al6 -10,10

Bl -19,90 B8 -19,35
B2 -19,36 B9 -19,93
B3 -17,89 B10 -17,18
B4 -18,69 B11l -21,47
BS -18,34 B12 -21,63
B6 -17,39 B13 -19,51
B7 -20,08

Os compostos A20 e A23 apresentam em sua estrutura um grupo amino terciario que
apresenta um carater basico consideravel e, considerando um meio aquoso de pH neutro,
provavelmente haveria uma protonacéo do atomo de nitrogénio desse grupo amino. Por isso,
na construcao desses compostos, essa protonacéo foi levada em conta.
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1.6.3 Redocagem e docagem molecular

Quando a redocagem ¢ feita, o programa GOLD 5.2 fornece algumas solugdes, cada
qual com o ligante original da estrutura 3D da enzima em uma posicao diferente e o esperado
é que essas solugdes figuem o mais proximo possivel da posicao original do ligante; uma
maneira utilizada para analisar a eficiéncia de uma funcdo de pontuacdo em gerar boas
solucBes na redocagem € utilizar o valor de RMSD.

Os valores de RMSD obtidos com a redocagem dos ligantes co-cristalizados feita
com as estruturas cristalograficas da CYP51 com os codigos 1E9X (PODUST, et al., 2011),
4H60 (BISWAS, et al., 2013), 3TIK (BUCKNER, et al., 2012), 2WUZ (CHEN, et al.,
2010), 1H5Z (PODUST, et al., 2004) estdo na Tabela 4. Todas as fungOes tiveram
desempenhos bons, mas as funcdes ChemPLP e ChemScore foram as que apresentaram 0s
melhores resultados médios (valores baixos de RMSD indicam que a funcdo gerou uma
solucdo semelhante a posicéao original do ligante).

Tabela 4: Valores de RMSD (A) para as 4 funcdes de pontuacéo testadas na redocagem e
valores da média de RMSD para cada funcdo de pontuacéo.

Valores de RMSD (A)
CYP51 ChemPLP GoldScore ChemScore ASP

1E9X 0,28 0,55 0,58 0,59
1H5Z 0,28 0,57 0,37 0,60
2WUZ 1,11 0,92 0,95 1,65
3TIK 0,49 0,63 0,40 0,54
4H60 0,71 0,73 0,54 0,55
Média de RMSD 0,57 0,68 0,57 0,78

Inicialmente, a docagem foi feita com a fungdo ChemScore. Entretanto, as solucdes
ndo apresentaram em geral poses em que houvesse uma interacdo entre o ferro do grupo
heme e o anel heterociclico dos ligantes, interacdo considerada fundamental para que haja
uma inibicdo da atividade da enzima. Dessa maneira, a docagem foi refeita com a funcéo
ChemPLP.

As poses obtidas utilizando a funcdo ChemPLP apresentaram uma boa interagdo com
o0 atomo de ferro e com aminoacidos do sitio ativo, além de se localizarem na mesma regido
do sitio, como pode ser visto na Figura 18.
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Figura 18: A) Ligantes da Série A sobrepostos no sitio ativo da CYP51, interagindo com o
ferro do grupo heme; B) Ligantes da Série B sobrepostos no sitio ativo da CYP51,
interagindo com o ferro do grupo heme. A enzima esta na representacdo de cartoon na cor
verde, o0 grupo heme esta representado na forma de bastdes com carbonos na cor magenta e
os ligantes estéo representados na forma de bastdes com carbonos na cor ciano.

Seguindo a metodologia estabelecida, a docagem foi feita em duplicata e as
pontuacdes atribuidas as solucdes, foram utilizadas como critério de escolha das melhores
poses, juntamente com o critério de distancia entre o nitrogénio do anel heterociclico e o
ferro do grupo heme da enzima. Dessa maneira, na Tabela 5 observamos os valores das
pontuacdes geradas pela docagem feita em duplicata com os ligantes da Série A, a média
das pontuagdes e as distancias (em A). Para a Série B, a docagem foi feita em triplicata pois
na primeira docagem feita, os ligantes B6, B7 e B12, ndo apresentaram nenhuma solucdo em
que o anel triazdlico estivesse interagindo com o ferro do grupo heme, entdo, mais dois
procedimentos de docagem foram feitos. Observa-se na Tabela 6, entdo, as pontuagdes da
triplicata da docagem, a média das pontuaces e as distancias entre o N triazolico e o Fe do
grupo heme.
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Tabela 5: Valores das pontuac6es da docagem (em duplicata) da Série A, com a respectiva
distancia (A) entre o N heterociclico e o Fe do grupo heme. (Continua)

Composto  Pont. 1 Distancia (A) Pont.2 Distancia () Meédia das Pontuacdes

Al 85,68 2,50 86,79 2,61 86,23
A2 82,08 2,53 84,66 2,50 83,37
A3 76,79 2,48 78,92 2,54 77,86
A4 74,84 2,53 78,64 2,50 76,74
A5 61,71 2,58 62,65 2,64 62,18
A6 80,85 2,54 66,41 2,64 73,63
A7 74,97 2,58 78,92 2,47 76,94
A8 87,79 2,54 87,71 2,54 87,75
A9 82,60 2,61 - - 82,60
Al0 80,69 2,51 83,63 2,61 82,16
All 79,09 2,53 83,38 2,61 81,24
Al2 78,49 2,49 77,52 2,51 78,01
Al3 65,53 2,46 73,79 2,64 69,66
Al4 74,97 2,50 67,87 2,38 71,42
Al5 82,27 2,58 83,06 2,61 82,66
Al6 75,20 2,46 74,07 2,61 74,63
Al7 93,27 2,36 94,23 2,36 93,75
Al8 87,19 2,54 84,17 2,57 85,68
Al9 87,74 2,61 81,75 3,70 84,74
A20 69,88 2,58 75,52 2,73 72,70
A21 66,95 4,14 66,13 4,40 66,54
A22 64,88 2,73 78,61 3,16 71,74
A23 62,17 3,98 68,13 3,29 65,15
A24 92,07 2,28 73,92 1,92 82,99
A25 76,08 3,27 83,18 3,37 79,63
A26 69,47 3,14 71,24 3,23 70,36
A27 82,18 4,24 93,27 2,70 87,73
A28 59,50 4,19 52,71 4,04 56,10
A29 80,38 2,51 73,83 2,64 77,10
A30 65,95 4,35 77,77 2,54 71,86
A3l 83,52 2,47 72,73 4,18 78,13
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Tabela 6: Valores das pontuacdes da docagem (em triplicata) com a respectiva distancia (A)
entre o N triazélico da Série B e o Fe do grupo Heme.

Composto Pont. 1 Distancia Pont. 2 Distédncia Pont. 3 Distancia Media das

Pontuacoes
Bl 71,13 2,64 64,71 3,20 70,50 2,67 68,78
B2 66,60 3,28 68,57 2,70 58,62 5,01 64,59
B3 64,62 2,80 62,28 4,15 62,49 4,74 63,13
B4 74,55 2,86 76,32 2,70 69,74 3,26 73,54
B5 84,32 2,70 86,14 2,74 80,99 2,77 83,82
B6 * * 76,40 3,02 82,31 3,36 79,36
B7 * * 79,44 3,09 81,99 2,70 80,71
B8 82,45 2,64 80,62 2,70 83,04 2,70 82,04
B9 89,99 2,67 88,47 2,53 87,74 2,67 88,74
B10 65,22 2,74 58,39 4,95 73,08 2,61 65,56
B11l 85,95 2,74 82,08 2,70 78,32 2,67 82,12
B12 * * 80,15 2,64 78,98 2,74 79,56
B13 77,85 2,54 75,03 2,61 71,86 3,45 74,91

*N&o houve solugdo em que o N triazdlico estivesse interagindo com o Fe do grupo Heme.

Foi feita a correlacdo dos dados de atividade experimental com os valores médios de
pontuacdo da docagem. Os valores de CEso da Série A apresentam um coeficiente de
correlacgdo (r) igual a 0,35 com os valores de pontuacdo da docagem e os valores de Clso da
Série B apresentaram um coeficiente de correlacdo igual a -0,23. Isso indica que as
pontuacdes de docagem apresentam fraca correlacdio com os dados de atividade
experimental, o que pode ser explicado pelas limitacbes na representacdo da interacao
inibidor-enzima nas funcGes de escore usadas para a docagem.

1.6.4 Calculo de entalpia de interagdo CYP51-inibidor

O método PM6 do programa MOPAC?2016 foi utilizado para calcular os valores de
AH(e-1y, AH(), AH(H,0), AH(e-H,0), que podem ser encontrados nas tabelas Tabela 19, Tabela

20e

Tabela 21 no Anexo E. Por intermédio da Equagdo 1 descrita no item 1.4.4 da
Metodologia, foi determinada o valor de AHint referente a interagédo dos inibidores com o
sitio ativo da CYP5L1.

Foram exploradas nos calculos, trés condicGes de constante dielétrica para 0s
sistemas, e=1 (vacuo), =4 (interior de proteinas) e e=78,4 (meio aquoso).

Para a Série A, os valores de AHint (e=4) apresentaram coeficiente de correlagéo
linear com os valores de ECso razoavel, igual a 0,69, mas os valores calculados com =784
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e e=1 apresentaram coeficientes de correlacdo linear mais baixos, iguais a 0,01 e 0,24,
respectivamente (Tabela 7). Dessa maneira, a condi¢cdo que melhor reproduz as condi¢cfes
experimentais é a que considera a constante dielétrica mais proxima a do interior de proteinas
(e=4), pois fornece valores de AHint com coeficiente de correlagdo moderado com os valores
de Clsp. O resultado sugere também que AHint € 0 fator mais importante na determinagéo das

atividades desta série.

Tabela 7: Valores de AHin (kcal/mol) calculados pelo método PM6 (MOPAC2016),
considerando diferentes constantes dielétricas, para os compostos da Série A.

Composto AHint®=! AHin#™ AHnt="84
Al -0,32 -32,23 -17,62
A2 -11,05 -38,32 -25,40
A3 -4,05  -42,53 5,96
A4 -74,75 -16,42 7,49
A5 -110,45 -56,06 -11,15
A6 -56,92 -12,67 -11,87
A7 -70,95 -27,57 -10,75
A8 -66,94 -23,19 -32,72
A9 -182,10 -8,78 -13,72

Al10 27,37 -50,72 399,63
All -116,74 -21,57 -29,74
Al2 1195 -32,69 -27,47
Al3 -6,43 -24,03 398,70
Al4 -81,53 -3550 -10,69
Al5 -56,76  -59,80 4,33

Al6 -83,05 -23,06 61,25
Al7 -20,06 -26,94 394,23
Al8 -51,42 -31,67 -18,83
Al9 61,35 -26,43 51,54
A20 -33,43 26,12 48,96
A21 8,33 34,10 60,49
A22 84,80 0,00 14,25
A23 -29,79 35,36 43,14
A24 26,38 -8,92 55,63
A25 25,87 -4,44 56,55
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Tabela 7: Continuacéo

Composto AHint™! AHin™ AHint=7%4
A26 -122,30 35,73 42,03
A27 -50,69 14,78 93,49
A28 10,46 42,69 40,40
A29 -32,75 -45551 19,68
A30 -40,28 3,90 51,87
A3l -132,02 -23,44 3,70

Para a Série B, os coeficientes de correlacdo dos dados de atividade (Clso) com 0s
valores calculados de AHin, considerando &=1, e=4 e &=78,4 (Tabela 8), foram
respectivamente: r=0,19, r=0,01 e r=0,07, indicando que os dados ndo se correlacionam, o
que sugere que outros fatores além de AHint desempenham papel importante na determinagéo
do Clso desta série, como termos entropicos.

Tabela 8: Valores de AHint (kcal/mol, método PM6 do MOPAC?2016) considerando
diferentes constantes dielétricas, para os compostos da Série B.

Composto AHint®™! AHint™* AHint="%#
Bl -0,06  -8,73 29,03
B2 43,18 57,36 51,33
B3 55,06 40,59 52,39
B4 35,43 23,70 25,21
B5 52,58 20,15 40,08
B6 5296 33,98 48,41
B7 53,78 17,95 20,97
B8 -10,01 21,55 38,86
B9 -12,62 57,42 49,81
B10 51,03 26,56 51,68
B11 4461 31,43 12,03
B12 4558 12,95 41,72
B13 40,41 18,63 36,86

Mesmo havendo uma correlacdo razodvel para 0os compostos da série A entre 0s
dados de atividade e de AHin, 0 uso dos termos adicionais descritos na Equacdo 6 foi
avaliado na busca de uma melhor fungéo de previsdo de atividade, no modelo construido que
sera discutido no préximo item.
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1.6.5 Modelo tedrico para a predicdo de atividade inibitéria da CYP51

O modelo criado foi baseado nos valores experimentais de ECso da série A
determinados por Andrine e colaboradores (ANDRINE, et al., 2003), além de valores
tedricos de AHint, AGsolv € AEtor, de acordo com a Equacdo 6 discutida no item 1.4.5 da
Metodologia. Os dados utilizados para a construcdo do modelo podem ser encontrados na
Tabela 9.

Tabela 9: AHint (kcal/mol, método PM6, MOPAC2016), AGsoiv (kcal/mol, método SM5.4,
Spartan’14), AEwr (funcdo ChemPLP, GOLD 5.4), log ECso experimental (ANDRINE, et
al., 2003), log ECsx calculado (Equacéo 7). (Continua)

Composto AHin™ AGsov AEror. l0gECs0 exp l0gECsp catc. AlogECso
Al* -32,23 -8,70 0,94 1,36 2,77 -1,41
A2* -38,32 -8,80 0,75 0,40 2,63 -2,23
A3* -42,53 -8,73 0,69 0,71 2,57 -1,86
Ad* -16,42 -9,00 1,11 2,65 2,98 -0,33
A5 -56,06 -15,62 1,47 2,66 1,07 1,59
Ab -12,67 -13,29 0,58 1,86 2,13 -0,27
A7 -27,57 -12,32 0,76 2,22 2,08 0,14
A8 -23,19 -9,26 0,42 1,90 2,76 -0,86
A9 -8,78 -10,53 0,11 2,45 2,71 -0,26
Al0 -50,72 -8,23 0,66 2,52 2,55 -0,03
All -21,57 -9,70 0,95 2,52 2,73 -0,21
Al2 -32,69 -9,85 1,02 2,81 2,51 0,3
Al3 -24,03 -9,43 0,71 2,85 2,73 0,12
Al4 -35,50 -9,70 0,75 3,21 2,48 0,73
Al5 -59,80 -10,28 0,49 1,62 1,93 -0,31
Alb6 -23,06 -10,10 0,66 2,72 2,60 0,12
Al7 -26,94 -7,68 0,70 3,04 3,08 -0,04
Al8 -31,67 -10,10 0,57 3,04 2,44 0,6
Al9 -26,43 -582 1,24 3,45 3,59 -0,14
A20 26,12 -53,81 1,46 3,57 3,73 -0,16
A21 34,10 -10,62 0,44 3,57 3,43 0,14
A22 0,00 -6,22 0,92 3,73 3,91 -0,18
A23 35,36 -52,86 0,41 3,79 3,60 0,19
A24* -8,92 -11,52 0,30 4,05 2,51 154
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Tabela 9: Continuagédo

Composto AHin™* AGsov AEqr. l0gECs0 exp l0gECso cale. AlogECso
A25 -444 579 0,60 4,03 3,92 0,11
A26 35,73 -7,59 0,13 3,99 4,12 -0,13
A27 14,78 -6,56 0,79 4,13 4,06 0,07
A28 42,69 -8,46 0,22 4,15 4,04 0,11
A29* -4551 -951 0,53 3,53 2,34 1,19
A30 390 -6,69 0,70 4,09 3,84 0,25
A3l -23,44 -7,19 0,66 3,34 3,73 -0,39

Foi feita uma regressao linear multipla com os dados da tabela acima utilizando o
programa Origin 6.0, com a qual foi possivel obter uma fungéo que apresentou coeficiente
de correlacdo multipla igual a 0,83.

logEC50 = (0,00503AGg,p, + 0,31582)AGgqy, + 0,01682AH;,; + 0,0723AE,,,.
+5,61266

Equacéo 7

Utilizando a Equacdo 7 na predicdo da atividade dos compostos da série A, usados
para a construcdo da mesma, foi possivel reproduzir de maneira satisfatoria os valores de
atividades experimentais (r=0,84, SD=0,45), excetuando 0s compostos eliminados na
construcdo da fungdo. Os compostos Al-A4, eliminados do modelo, tém como espagador
um atomo de O e um numero varidvel de grupos metileno (4 a 6), o que confere grande
flexibilidade a estas estruturas. Uma explicacao para esses compostos ndo se adequarem bem
ao modelo € que essa flexibilidade pode ter feito o procedimento de docagem selecionar uma
solucdo que ndo corresponde a pose bioativa destes compostos. As solucdes selecionadas na
docagem foram as usadas para o estudo de determinacdo da entalpia de interacdo, usada na
construcdo do modelo. Quanto ao composto A24, nao foi possivel propor uma razéo para a
sua inadequacédo ao modelo.

A Equacdo 7 foi usada ainda para prever a atividade tedrica (como logECso) dos
compostos da série B. Foi possivel observar que 0os compostos apresentam também uma boa
atividade prevista como inibidores da CYP51 de T. cruzi, assim como o esperado face aos
valores experimentais de logClso que os mesmos apresentam (Tabela 10). Os valores de
atividades calculada e experimental neste caso ndo puderam ser relacionados diretamente
devido as diferencas entre ambas as medidas, tendo em vista que o valor de atividade tedrica
retornado pela Equacdo 7 trata-se de logCEso, enquanto que os dados experimentais se
referem a logClso.
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Tabela 10: AHint(kcal/mol, método PM6 do MOPAC2016), AGsoiv (kcal/mol, método
SM5.4 do Spartan’14), AEtwr (fungdo ChemPLP do GOLD5.4), log CEso calculado pela
Equacéo 7 e valores de log Clsoexp -

Composto AHint™ AGsov  AEtor. |OgCESOCaIc. Iog C|50exp

Bl -8,73  -19,90 0,49 1,21 1,65
B2 57,36 -19,36 0,93 2,42 1,70
B3 40,59 -17,894 151 2,36 1,43
B4 23,70 -18,69 1,23 1,95 1,12
B5 20,15 -18,34 1,08 1,93 1,19
B6 33,98 -17,39 1,64 2,33 1,26
B7 17,95 -20,08 1,88 1,74 1,59
B8 2155 -19,35 0,55 1,79 1,60
B9 57,42 -19,93 2,78 2,48 1,55
B10 26,56 -17,18 0,71 2,17 1,71
B11l 31,43 -21,47 2,26 1,84 1,61
B12 1295 -21,63 2,10 1,50 1,68
B13 18,63 -19,51 1,63 1,80 1,27

* (FRANKLIM, et al., 2013)

1.7.  Planejamento de Derivados da Piperina

Os resultados do estudo por modelagem molecular da série B foram utilizados para
auxiliar no planejamento de novos compostos ativos como inibidores da CYP51 de T. cruzi.

A docagem feita com a série B permitiu a identificacdo de dois aspectos que
poderiam ser explorados favoravelmente com as modificacGes estruturais desses compostos,
para que a interacdo com a CYP51 pudesse ser ainda mais efetiva. Primeiramente, observou-
se a existéncia de uma regido no sitio ativo de carater hidrofébico contendo residuos de
tirosina (Tyr-76 e Tyr-89) e fenilalanina (Phe-83 e Phe-248); Dessa maneira, a insercdo de
grupos hidrofébicos nos compostos planejados na posi¢do R1 da estrutura genérica, poderia
acarretar numa estabilizacdo do complexo formado (enzima/inibidor) atraves da interacao
desses grupos com essa cavidade hidrofébica do sitio ativo, conforme pode ser observado
na Figura 19.

Em segundo lugar, foi identificado, préximo ao enxofre do grupo 1,2,4-triazolo-3-
tiona de alguns derivados, um residuo de treonina (Thr-253), que poderia ser explorado para
uma formag&o de interacdo, como por exemplo uma ligagdo de hidrogénio, entre o grupo
hidroxila da treonina e o inibidor. Assim, o segundo aspecto explorado no planejamento
desses novos compostos foi a adi¢do dos grupos sulféxido e sulfona ao anel triazdlico Figura
19.
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Figura 19: Representacdo por superficie de carater hidrofébico existente no sitio ativo da
CYP51, composta principalmente pelos residuos de aminoacidos de tirosinas e fenilalaninas
destacados em bastdes com carbonos na cor roxa. Os ligantes da série B (representados por
bastdes com carbonos na cor ciano) estdo na posi¢do gerada pela docagem, proximo ao grupo
heme (bastdes com carbonos na cor magenta). Os grupos planejados para que sejam
modificados nas posicGes R1 e R2 da estrutura genérica, encontram-se esquematizados em
destaque.

Dessa maneira, foram propostos vinte compostos analogos a série B com
modificagOes estruturais nas posi¢cdes R1 e R2, conforme a Tabela 11, para que sua atividade
tedrica frente a CYP51 fosse determinada pelo modelo teérico construido.
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Tabela 11: Estrutura dos compostos planejados a partir da série B. (Continua)

N/N
o _ _ IN>;R2
< Ru
o
Composto R1 R2 Composto R1 R2
L1A % =S L1B } LN
o ?\ o
L1C \(g\ L1D {s<
L2A =S L2B LN
L2C I L2D e
CJ D %
L3A é =S L3B é LN
o 0\ o
L3C (2\ L3D \(\s<
L4A ENJ =S L4B ENJ LN
N L e
L4C O (2\ L4D O N
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Tabela 11: Continuagéo.

Composto R1 R2  Composto R1 R2

L5SA ©
Q

L5C @ L5D © Y0
Q Q

O composto B6 (com um novo codigo L3A) foi incluido nessa série de compostos
planejados, com a finalidade de possibilitar uma comparacdo dos novos resultados de
modelagem molecular dos compostos planejados baseados nesse composto em questao
(L3B, L3C e L3D).

=S L5B © LN

0w=0

1.7.1 Docagem molecular

A docagem molecular com a série L foi feita utilizando a mesma estrutura
cristalografica 4H60 (codigo PDB), utilizada na docagem feito com as duas séries estudadas
anteriormente. Os compostos desta série foram construidos de acordo com 0 mesmo
procedimento usado para as séries anteriores. Na docagem, feita em duplicata, foi utilizada
a mesma funcédo de pontuacdo ChemPLP, tendo o ferro do grupo heme como atomo central
para a docagem, mas com um diferencial quanto ao raio de interacdo, pois 0s melhores
resultados de docagem foram obtidos com o uso de um raio de 10 A.

Como mencionado anteriormente, préximo ao grupo heme, encontra-se um residuo
de treonina que poderia interagir com os compostos planejados. Para melhor avaliar essa
possibilidade, durante a docagem, este residuo foi deixado com uma rotacgdo livre para que
a posicao do mesmo pudesse variar durante a docagem (Figura 20).
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Figura 20: Representacao por superficie da cavidade de carater hidrofobico existente no
sitio ativo da CYP51 (representada na forma de cartoon na cor verde), os residuos principais
dessa cavidade estdo destacados em bastbes com carbonos na cor violeta. Os ligantes da
série L (representados por bastdes com carbonos na cor ciano) estdo na posicao gerada pela
docagem, proximos ao grupo heme (bastbes com carbonos na cor magenta).

Observamos que todos os ligantes ficaram localizados na mesma regido do sitio ativo,
proximo ao grupo heme (Figura 21); além de apresentarem uma distancia pequena em
relacdo ao atomo de ferro do grupo heme e os nitrogénios dos aneis triazolicos, indicando
haver uma interacéo entre ambos (Tabela 12).
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Figura 21: Melhores solugdes geradas pela docagem molecular com os compostos da série
L (representados em bastfes com carbonos na cor ciano) interagindo com o grupo heme
(representado por bastdes com carbonos na cor magenta) da CYP51 de T. cruzi (representada
por cartoon na cor verde).

Os valores de pontuagdo da docagem podem ser vistos na Tabela 12, bem como a
média das pontuacdes e a distancia de interacdo entre o atomo de Fe do grupo heme e o N
triazolico, que também foi utilizado como critério para selecdo das melhores poses.

A docagem feita com os compostos da série L apresentou valores de pontuacao
maiores do que os da série B, indicando que as modificacBes estruturais propostas
promoveram melhores resultados de interagdo dos compostos planejados com o sitio ativo.
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Tabela 12: Valores das pontuacOes da docagem (em duplicata) com a respectiva distancia
entre o N triazélico da Série L e o Fe do grupo Heme e a média das pontuagdes.

Composto  Pont. 1 Distancia (A) Pont.2  Distancia (A) FI,\Q ﬁ?&igaiss
L1A 92,36 2,61 91,22 2,54 91,79
L1B 95,24 2,61 97,32 2,61 96,28
L1C 90,76 2,67 91,96 2,61 91,36
L1D 88,44 2,61 85,80 2,64 87,12
L2A 90,61 2,61 94,60 2,67 92,61
L2B 85,27 2,19 96,89 2,53 91,08
L2C 90,96 2,93 89,30 2,61 90,13
L2D 87,47 2,61 86,34 2,83 86,91
L3A 85,23 2,61 77,64 2,74 81,44
L3B 86,44 2,67 87,70 2,76 87,07
L3C 80,14 3,33 81,46 2,74 80,80
L3D 83,08 2,83 82,45 2,80 82,77
L4A 90,16 2,57 91,88 2,58 91,02
L4B 88,78 2,31 92,33 2,64 90,55
L4C 87,31 2,64 87,06 2,67 87,19
L4D 84,66 2,67 87,63 2,83 86,14
L5A 80,69 2,61 79,96 2,58 80,33
L5B 87,71 2,25 87,54 2,18 87,63
L5C 81,21 2,57 82,24 2,61 81,72
L5D 75,56 2,57 77,01 2,59 76,29

1.7.2 Parametros tedricos e atividade calculada

O método semi-empirico PM6 do programa MOPAC?2016 foi utilizado para calcular
a entalpia de interacdo dos compostos da série L com a CYP51. Os célculos foram feitos
considerando a constante dielétrica do interior de proteinas (¢=4), porque esta foi a condigédo
adotada para a construgdo do modelo teodrico (Tabela 13). As energias de solvatacdo dos
compostos da serie L foram determinadas pelo método SM5.4 do programa Spartan’14, para
a inclusdo no modelo construido (Tabela 13). O parametro de perda entropica causada pela
formacéo do complexo enzima-ligante (AEtors) foi determinado pelo programa GOLD 5.2
com a funcdo ChemPLP durante a docagem molecular (Tabela 13).

Os trés parametros foram aplicados na Equacao 7, com a finalidade de se determinar
a atividade teorica dos compostos da série L (Tabela 13).
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Tabela 13: Valores calculados de AH £, AGsoi, AETors € I0gECso ©2° determinados pela
equacdo 7, para a série L.

Composto AH £;; (kcal/mol)  AG soiv (kcal/mol)  AE tors  logECso C2c*

L1A 34,95 -19,73 1,19 2,01
L1B -6,64 -15,08 0,99 1,95
L1C 22,47 -18,81 2,02 1,98
L1D 7,72 -24,24 2,72 1,24
L2A 28,37 -21,09 1,49 1,77
L2B 9,89 -15,16 2,54 2,33
L2C 39,97 -22,01 2,74 1,97
L2D 11,54 -24,59 2,90 1,29
L3A 21,21 -18,50 0,84 191
L3B 23,69 -13,26 0,84 2,77
L3C 18,55 -17,82 1,85 2,03
L3D -20,69 -20,26 2,13 1,08
L4A 35,74 -58,09 0,82 4,90
L4B 28,07 -67,31 0,93 7,68
L4C 21,06 -62,01 1,76 5,85
L4D 99,34 -67,38 2,51 9,02
L5A 24,43 -20,33 2,29 1,85
L5B -10,42 -14,99 2,25 2,00
L5C 19,57 -20,69 3,29 1,80
L5D 10,42 -24,33 3,58 1,34

*calculado a partir da Equacéo 6

Os resultados calculados de logECso indicam que 0s compostos da série L possuem
uma boa atividade prevista contra a CYP51, incluindo um composto, L3D, mais ativo
(teoricamente) do que todos da série B, que serviu de ponto de partida para a esta nova série
planejada. Entretanto os compostos L4A, L4B, LAC e L4D apresentaram valores teoricos
de atividade menos promissores, indicando que possivelmente, a presenga de um grupo etil
piperidineo na posi¢do R1 (Tabela 11) ndo favorega a interagdo dos mesmos com a enzima.

Outra explicacdo possivel para esse resultado desfavoravel para esses quatro
compostos seria o fato que as estruturas foram consideradas protonadas durante os calculos,
para que pudessem reproduzir mais fielmente uma situagcdo de interacdo real, pois tais
estruturas de carater basico, provavelmente se encontrariam protonadas. E sendo assim, o
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modelo construido, pode ndo ser tdo preciso para prever atividade de estruturas protonadas,
uma vez que sua construcao se baseou em estruturas neutras, predominantemente.

Considerando que os melhores valores de atividade tedrica encontrados nesse estudo,
foram os referentes aos compostos L3D e L1D, os compostos L3A (B6) -L3D e L1A-L1D
foram selecionados para serem sintetizados.

1.8.  Sintese de Compostos Planejados

Os compostos planejados da série L foram sintetizados tendo como base trabalhos
anteriores realizados pelo grupo de sintese do laboratorio de quimica medicinal da UFRRJ,
envolvendo compostos derivados da piperina (FERREIRA, 2006) (DE PAULA, et al., 2000)
(FERREIRA, et al., 2012), principalmente no trabalho desenvolvido por Franklim e
colaboradores (FRANKLIM, et al., 2013) referente a sintese e avaliacdo de atividade dos
compostos da série B, que foi usada como base para o planejamento de novos triazdis
também derivados da piperina.

Como pode ser observado no Esquema 4, a preparacao dos derivados triazolicos parte
da amida natural extraida previamente da pimenta do reino (que pode ser adquirida
comercialmente), esta amida passa em seguda por um total de cinco reacdes para a formacéo
dos triazdis. A primeira etapa promove a conversao da piperina em acido piperinico através
de uma reacdo de hidrolise; A segunda transforma o acido piperinico em um cloreto de acido,
para a subsequente formacdo da hidrazida, por uma reacdo de substituicdo nucleofilica
acilica na terceira etapa. Na etapa quatro ha uma reacdo com isotiocianatos variados de
acordo com o grupamento de interesse a ser adicionado ao nitrogénio 4 do anel triazélico
que é formado com uma reacao de ciclizacdo do mesmo (formando os derivados L1A, L2A,
L3A, L4A ou L5A, na etapa 5 seguinte (FRANKLIM, et al., 2013).

67



<o NG O \ <° OH
o 2 o

o o
o) NG o) N _NH,
2 Cl 3 N
b < c < H
o (o]
4 ld
o
H H
o N N /N N
N “R1
< N \”/
o S
5 le
N—NH
o P4 zc’\ﬁ\s
( .
o L1A-L5A R1
6 lf
N—N
| Ny
o NN N S
< \
o L1B-L5B R1
7/9 B\h
N—N N—N
I N\__/ [ S/
S S
<o X '\'>\ s <o Xy v Yo
R1 L1D-L5D R1

o L1C-L5C

1-8: Etapas da rota sintética.

a: 1)KOH/Etanol; Refluxo 12h.
2)HCI(aq) 10%, pH=3, 95%.
d: Isotiocianato de alquila,

refluxo (M.0O.), 30 min.

g: 1) Metanol;
2) NalO,/H,0; 0°C, 12h.

b: (COCl), T.A. c: NH;NH2.H,0/CH,ClI; seco
T. A., 75%.
e: NaOHaq) 10%, refluxo f: 1) Etanol;

(M.O.), 30min. 2) KOH/Etanol, Refluxo(MO), 5min.

3) CH3lI/Etanol , Refluxo (MO), 1h.

h: 1) Metanol;
2) KHSO,/H,0; T.A., 4h.

Esquema 4: Esquema da sintese dos derivados triazdlicos planejados a partir da piperina.
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A partir do triazol formado, os derivados L1B, L2B, L3B, L4B ou L5B sdo formados
por intermédio de uma reacdo de alquilacéo, na etapa 6. Em seguida, os produtos alquilados,
podem passar pela etapa 7, com uma reagdo de oxidacdo para a formagédo dos derivados
L1C, L2C, L3C, L4C ou L5C utilizando periodato de sodio, que é um oxidante mais brando
para a formacao do grupo sulféxido; ou sdo tratados conforme a etapa 8 para a formacgéo dos
derivados L1D, L2D, L3D, L4D ou L5D, com outra metodologia de oxidacdo mais
enérgica, utilizando hidrogenossulfato de potassio (Oxone®) para promover a formacao do
grupo sulfona.

Tendo em vista que o acido piperinico foi previamente preparado e cedido pelo
professor Dr. Marco Edilson Freire de Lima, ndo se fez necessario a realizagéo das etapas 1
e 2 da rota sintética apresentada no Esquema 4.

1.8.1 Preparacao do cloreto do acido (2E,4E) -5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-

diendico

< O cocr, 0 ci
TA <

30min. o)

Esquema 5: Sintese do cloreto de &cido.

A formacdo do cloreto de acido a partir do &cido piperinico tem por finalidade, a
ativacdo da carbonila do mesmo, para a formacéo da hidrazida na etapa 3, de Substitui¢éo
Nucleofilica Acilica (SNac) seguinte. Seguindo a metodologia de Franklim e colaboradores,
nesta etapa, foi adotado o uso de cloreto de oxalila que oferece a vantagem de formar
subprodutos gasosos (HCI, CO e COz) que ndo contaminam o produto desejado nesse tipo
de reacdo, (MARCH, 1985) além de permitir que a reacdo seja feita em temperatura
ambiente.

A alta reatividade do produto formado a umidade torna necessaria a utilizacdo de
atmosfera inerte durante todo o procedimento, sendo assim, foi utilizado gas nitrogénio
durante a reacdo. Como a reag@o ndo necessita de aquecimento, o procedimento foi feito em
temperatura ambiente, apenas com agitacdo por meio de uma barra de agitacdo magnética.

Além disso, a reatividade do cloreto de &cido implica que a confirmacdo da reacéo
(por CCDA) seja feita de maneira indireta, atraves da reacdo de uma aliquota do produto
com metanol, a fim de se obter o éster metilico correspondente. Do contrario, o produto
reagiria com a umidade do ambiente, voltando ao &cido de partida, inviabilizando assim, a
confirmacgéo da formagé&o do cloreto de acido de interesse.

O cloreto de &cido obtido, ndo pdde ser quantificado, purificado, nem devidamente
caracterizado por causa da sua alta reatividade, ja mencionada. Portanto, o produto foi
imediatamente utilizado na etapa de SNac seguinte (et. 3), para a formacéao da hidrazida.

No Esquema 6, podemos observar uma proposta mecanistica para a reacdo de
formacéo de cloretos de acila utilizando para tal cloreto de oxalila a partir de uma estrutura
geneérica de acido carboxilico.
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Esquema 6: Proposta do mecanismo genérico de formacéo de cloretos de acila em presenca
de cloreto de oxalila (Adaptado de MARCH, 1985).

1.8.2 Preparacao da (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dieno-hidrazida

0 (0]

NH
<° R Cl  NH,NH,H,0/CH,Cl, =<° N N2

seco

o T.A..75%. o

Esquema 7: Sintese da hidrazida.

Conforme descrito no trabalho de Franklim e colaboradores, para a obtencdo da
hidrazida desejada, com a metodologia proposta, é necessario que se faca a adi¢cdo de cloreto
de acila sobre a solucédo da hidrazina monohidratada, nesta ordem, para evitar a formacéo de
subprodutos (possivelmente diacilidrazina e oxadiazol) de dificil separagdo (FRANKLIM,
et al., 2013). Mantendo-se um excesso de hidrazina, evita-se que a reacdo de SNac ocorra
nos dois nitrogénios da mesma e forme-se os subprodutos indesejados.

A reacgéo apresentou um rendimento de 89% e a hidrazida formada foi caracterizada
por RMN *H (Espectro 1) e RMN *3C (Espectro 2), de acordo com as atribuicdes propostas
gue se encontram na Tabela 16.
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Figura 22: Estrutura da hidrazida.

Tabela 14: Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN *3C para a hidrazida.

Posicdo 3 H (ppm) & BC (ppm)
1 - 130,67 (C)
2 70(s, 1H) 105,76 (CH)
3 - 149,46 (C)
4 - 148,26 (C)
5 6,86 (d, 1H) 108,55 (CH)
6 6,92 (d, 1H) 122,83 (CH)
o 580 (d, 1H) 119,97 (CH)
B 7.44 (dd, 1H) 141,99 (CH)
v 6,81 (m, 1H) 124,43 (CH)
8 6,71 (m, 1H) 139,70 (CH)
C=0 - 167,34 (C)
NH 1,67 (s, 1H) -
NH. 4,06 (s, 2H) -
OCH,O0 6,01 (s, 2H) 101,38 (CH2)

No espectro de RMN de *H observou-se um simpleto em & 6,01 ppm, referente aos
dois hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, um dubleto & 5,80 ppm referente ao
hidrogénio o da cadeia olefinica, além de um grupo de sinais entre d 6,81 e & 7,44 ppm,
referentes aos hidrogénios aromaticos e olefinicos da cadeia lateral, que s&o sinais bem
caracteristicos que confirmam a obtencéo da hidrazida. Observou-se um simpleto em & 4,06
ppm referente aos dois hidrogénios do grupamento NH, e um simpleto em & 1,67 ppm

referente ao grupamento NH (Tabela 14).

No espectro de RMN %3C notou-se um sinal em & 167,34 ppm, referente ao carbono
da carbonila da hidrazida, em & 101,38 ppm referente ao carbono do anel metilenodioxilico,
gua também sdo sinais bem caracteristicos do composto em questdo, além dos demais sinais
que podem ser observados na Tabela 14.
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1.8.3 Preparacdo dos intermediéarios 2-[(2E,4E)-5-(1,3benzodioxol -5-il)penta-

2,4-dienoil]-N-alquil/aril-hidrazinocarbotioamida

o o
H H
o NN _NH, 1)Etanol o NN _N N_
N 2)Isotiocianato de alquila N T R1
< H Refluxo (MO), 30min. < H
o o S

Esquema 8: Sintese dos intermediarios para a formacao dos triazois planejados.

Metodologias classicas para a sintese de nlcleos triazolicos propdem a conversdo da
hidrazida em um intermediario hidrazinocarbatioamida para a formagdo do mesmo,
envolvendo geralmente, a utilizagio de isotiocianatos em condigéo de refluxo (cansiz, 2012
mavrova, 2009, khan, 2010). No trabalho desenvolvido por Franklim e colaboradores, foi
proposta uma adaptagdo nas metodologias classicas, com a utilizacdo de irradiacdo de micro-
ondas com sistema aberto e refluxo em substituicdo ao aguecimento convencional. Tal
proposta, foi adotada no presente trabalho, em que utilizamos os isotiocianatos de alquila,
de acordo com cada derivado desejado, em etanol, com condicéo de refluxo, e irradiacdo de
micro-ondas que possibilita um tempo bem menor de reagdo (30min.), visto que nas
metodologias classicas, a reacdo pode durar algumas horas (cansiz, 2012 mavrova, 2009,
khan, 2010).

A proposta mecanistica para a reacdo de formacdo das hidrazinocarbatioamidas

encontra-se no Esquema 9.
-.D.. .-D..
g S AN . m . . S .N/Nz N\/R_\‘
< '.H R—-,l N—C=S5. < H Y EtOH
—_— . 5. -
-0 -0 o
'.D-' H H 0
Lo \Nf : . N : :
. D "\.“" \ — ~ _.u- _ . :\‘
- N R EtO- .
< ‘H T E— < H Y R
o~ 5. ‘o -5

Esquema 9: Mecanismo proposto para a obtencdo dos intermediarios carbotioamidas.

-~

Tanto o intermediario do composto L3A, quanto o do composto L1A apresentaram
coloracdo amarelo e forma de sélido amorfo, eles foram imediatamente utilizados na etapa
seguinte de ciclizagdo do anel triazolico, para a formacdo dos compostos L3A e L1A,
respectivamente.
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1.8.4 Preparacao dos derivados triazdlicos (2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona)

o N—NH
H H | \A\
o N N _N N_ 1) NaOH(aq) 10% o N N s
N \H/ R1 refluxo (MO), 30min._ N
< H 2)HCI(aq) 10% v |
[} s Banho de gelo [s) R1

Esquema 10: Sintese dos compostos triazolicos.

Para a preparacéo dos derivados triazdlicos, utilizou-se como base, uma metodologia
descrita anteriormente em que se utiliza uma solugdo aquosa de NaOH (cansiz, 2012,
mavrova, 2009 e khan, 2010) com uma adaptacdo ao uso de irradiacdo de micro-ondas
(100W e 100°C) em condicdes de refluxo (sistema aberto) (FRANKLIM, et al., 2013). O
mecanismo proposto para a reacao de ciclizacdo que permite formar os derivados triazélicos
pode ser observado no Esquema 11.

[P I
H;'&?/H-'.? N B Y X \{(&\?‘ o N
S 2 -
<_o_ ;. st "
NN’ l;‘l——i*iH
[\ s Na HCI P s
<o X N\)‘_S.N <° N
R o) R

Esquema 11: Mecanismo proposto para a obtencéo dos derivados triazélicos.

I. L3A(B6)

Ap0s a reacdo de formacdo do derivado L3A, foi feita uma recristalizacdo utilizando
etanol para aumentar a pureza do composto, que apresentou forma de um sélido amarelo
claro e um rendimento de 89%.

A caracterizacao do derivado foi feita por RMN de 3C (Espectro 4), de *H Espectro
3 e espectrometria de massas. As atribui¢des propostas podem ser observadas na Tabela 15.

74



T

T

T

T

T

T

fisuaiu| pazifewtion

° veT -
. 9g T— 2
o (<2}
° 3 0L T 21
s L~ 3
8- a 98’1/ .\. <
°f _ 68T <
g [32]
< o oozd Am
8o o
°3
H
2
20
o)
N
o +
~ Tvre—

7.2
<
~
1

/3

0.95
I

m|
. 2'—
L0°9— o
a3
=)
(o]
e |
o
-
Q=
—
"Q— »
S6'9 P2
o
< —
21
S S @ © ] <
— o o o o o

Alsuaiu| pazijewloN

05

1.0

15

2.0

25

3.0

35

4.0

45

5.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 3: RMN *H do L3A (400 MHz) feito em DMSO-De.

75



1.0

0.9

08

0.7

vy 9z 28 re=
T’ 0e—
—55.36
8. T0T—
—105.79
—109.03
—114.80
—122.91
—126.86
6V’ TET—
136.86
—136.96
ST 8V T—
sravtd .\.
1G6VT
89'99T—
0 < ™ N I o e N

Allsualu| pazijewloN

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
Chemical Shift (ppm)

160

Espectro 4: RMN 13C do L3A - DEPTQ (100 MHz) feito em DMSO-De.

Figura 23: Estrutura do L3A.

76



Tabela 15: Deslocamentos quimicos de RMN tH e RMN 13C para o triazol L3A (B6).

Posicdo 3 *H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 131,49 (C)
2 7,21 (s, 1H) 105,79 (CH)
3 - 148,15 (C)
4 - 148,45 (C)
5 6,94 (d, 1H) 109,3 (CH)
6 7,01 (d, 1H) 121,91 (CH)
1’ 1,30-2,15 (M, 2H) 55,36 (CH)
2’ 1,30-2,15 (M, 2H) 30,41 (CH>)
3 1,30-2,15 (m, 2H) 26,14 (CHy)
4 1,30-2,15 (m, 2H) 24,87 (CHy)
5 1,30-2,15 (m, 2H) 26,14 (CH2)
6’ 4,74 (m, 1H) 30,41 (CHy)
o 6,77 (d, 1H) 114,80 (CH)
B 7,21 (dd, 1H) 136,96 (CH)
v 7,00 (dd, 1H) 126,86 (CH)
5 6,86 (d, 1H) 136,86 (CH)

C=S - 166,68 (C)
C=N - 149,57 (C)

OCH0 6,07 (s, 2H) 101,78 (CH>)

No espectro de RMN de *H observou-se simpleto em & 6,07 ppm, referente aos dois
hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, os sinais entre 6 6,77 ¢ 8 7,21 ppm referentes
a cadeia olefinica e os sinais entre & 6,94 ppm ¢ & 7,21 ppm referentes aos hidrogénios
aromaticos. Além destes, nota-se também sinais entre 6 1,30 ppm e & 2,15 ppm
correspondentes aos hidrogénios do grupo cicloexila, caracteristico do composto L3A (6B).
Entretanto, ndo foi observado sinal referente ao hidrogénio do NH do anel triazolico, o que
pode ser um indicio de que houve troca de hidrogénio com o solvente.

No espectro de RMN 13C notou-se um sinal em & 166,68 ppm, referente ao carbono
ligado ao enxofre, outro em em & 149,57 ppm referente ao carbono ligado ao nitrogénio,
ambos no anel triazélico, além do sinal em 6 101,78 ppm referente ao carbono do anel
metilenodioxilico. Observou-se também sinais entre 6 24,87 ppm ¢ & 30,41ppm referentes
aos CH2 e o sinal em 6 55,36 ppm referente ao CH, todos do grupo cicloexila. Aléem dos
demais sinais do anel aromatico e da cadeia olefinica, conforme a Tabela 15 que corroboram
para caracterizacdo da estrutura em questéo.
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. L1A

Na reacdo de formacao do derivado L1A, apds a adicdo de acido cloridrico aquoso,
observou-se a formacdo de um produto viscoso amorfo, diferentemente do ocorrido na
reacdo de formacdo do L3A. Foi feita entdo, uma extracdo com acetato de etila (por trés
vezes), fase organica foi filtrada em sulfato de sodio anidro (para a remocao de agua residual)
e apds a remocéo do solvente, observou-se a formacdo de um sélido amorfo amarelo escuro.

Posteriormente, foi feita uma recristalizaco utilizando etanol para aumentar a pureza
do composto, que apresentou forma de um solido com formato de agulhas, amarelo escuro
e um rendimento de 95%.

A caracterizacdo do derivado foi feita por RMN de *H (Espectro 5), de 13C (Espectro
6) e espectrometria de massas (Espectro 7). As atribui¢Oes propostas podem ser observadas
na Tabela 16.
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Espectro 5: RMN *H do L1A (400 MHz) feito em CDCls.
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Figura 24: Estrutura do triazol L1A.
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Tabela 16: Deslocamentos quimicos de RMN tH e RMN 13C para o triazol L1A.

Posicéo 3 *H (ppm) 3 13C (ppm)
1 - 130,69 (C)
2 7,00 (s, 1H) 105,53 (CH)
3 - 148,30 (C)
4 ] 148,39 (C)
5 6,82 (d, 1H) 108,59 (CH)
6 6,91 (dd, 1H) 122,73 (CH)
1’ - 137,24 (C)
2’ 7,18-7,26 (m, 1H) 127,21 (CH)
3 7,34 (t, 1H) 129,07 (CH)
4 7,18-7,26 (m, 1H) 128,90 (CH)
5 7,34 (t, 1H) 129,07 (CH)
6’ 7,18-7,26 (m, 1H) 127,21 (CH)
a 4,29 (t, 2H) 45,59 (CHy)
b 3,12 (t, 2H) 34,43 (CH2)
a 5,72 (d, 1H) 111,05 (CH)
B 7,18-7,26 (m, 1H) 138,22 (CH)
v 6,80 (m, 1H) 125,10 (CH)
§ 6,71 (d, 1H) 138,14 (CH)
C=S - 166,97 (C)
C=N - 150,30 (C)
NH 11,34 (s, 1H) -
OCH0 6,02 (s, 2H) 101,40 (CHo)

No espectro de RMN de *H observou-se um simpleto em & 6,02 ppm, referente aos
dois hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, os sinais entre & 5,72 ¢ & 7,26 ppm
referentes a cadeia olefinica e os sinais entre 6 6,82 ppm e 6 7,00 ppm referentes aos
hidrogénios aromaticos. Além destes, nota-se também sinais entre & 7,18 ppm e 6 7,34 ppm
correspondentes aos hidrogénios do anel aromatico referente ao grupo R1 ligado ao anel
triazélico, caracteristico do composto L1A. Observou-se ainda referente ao hidrogénio do
NH do anel triazolico em 6 11,34 ppm.

No espectro de RMN *3C notou-se um sinal em & 166,97 ppm, referente ao carbono
ligado ao enxofre, outro em em & 150,30 ppm referente ao carbono ligado ao nitrogénio,
ambos no anel triazolico, além do sinal em & 101,78 ppm referente ao carbono do anel
metilenodioxilico. Observou-se também sinais entre 8 127,21 ppm e & 129,07 ppm referentes
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aos CH e um sinal em & 137,24 do carbono quaternario do anel aromatico do grupo R1 ligado
ao anel triazolico. Além dos sinais do anel aromatico e da cadeia olefinica, conforme a
Tabela 15 que corroboram para caracterizacdo da estrutura em questéo.
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Espectro 7: Espectro de massas do derivado L1A.
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Esquema 12: Proposta de fragmentacdo para o composto L1A. m/z = 377 (40%), 273(30%),
172(50%) e 135(100%).

No espectro de massas do derivado L1A (Espectro 7), encontram-se fragmentos
como o ion molecular m/z = 377 (M+-, 40%), o0 pico base m/z = 135 (100%), além dos m/z
=273 (30%) e 172 (50%), correspondendo as fragmentacGes propostas conforme o Esquema
12. Os demais derivados apresentaram espectros de massa que seguem o padrdo de
fragmentacéo observado no espectro supracitado.
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1.8.5 Derivados triazolicos alquilados

N—NH N—N
/ \A\ / >\ /
o NS N S 1)KOH/Etanol o . 2 s
N refluxo (MO), 5min. _ N
< | 2)CH,| g < \
o R1 refluxo(MO), 1h o R1

Esquema 13: Sintese dos compostos triazélicos alquilados.

Os derivados alquilados foram preparados utilizando para tal, uma metodologia
proposta por Naveena e colaboradores (NAVEENA, et al., 2010), em que se utiliza uma
solugdo etandlica de KOH e um aleto de alquila, neste caso, um iodeto de metila. Foi feita
uma adaptacdo da metodologia original, com a utilizacdo de irradiacdo de micro-ondas com
a finalidade de diminuir o tempo de reacdo para 2 horas, sendo que originalmente eram
necessarias aproximadamente 10 horas para a formacéo do produto desejado.

. L3B

O derivado L3B foi obtido com um rendimento de 73% na forma de um sélido
amarelo amorfo. Sua caracterizagdo foi feita por RMN de 13C (Espectro 8), de *H (Espectro
9) e espectrometria de massas. As atribuices propostas podem ser observadas na Tabela 17.
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Figura 25: Estrutura do derivado L3B.
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Tabela 17: Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN 23C para o triazol L3B.

Posicdo 3 *H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 131,18 (C)
2 7,03 (s, 1H) 105,53 (CH)
3 - 148,20 (C)
4 - 147,94 (C)
5 6,80 (d, 1H) 108,51 (CH)
6 6,92 (d, 1H) 122,29 (CH)
1’ 4,74 (s, 1H) 31,55 (CH,)
2 1,38-2,09 (m, 2H) 25,99 (CH,)
3 1,38-2,09 (m, 2H) 24,98 (CH,)
4’ 1,38-2,09 (m, 2H) 25,99 (CH,)
5 1,38-2,09 (m, 2H) 31,55 (CH>)
6’ 1,38-2,09 (m, 2H) 53,34 (CH)
a 6,42 (d, 1H) 113,91 (CH)
B 7,48 (dd, 1H) 136,46 (CH)
v 6,81 (dd, 1H) 125,97 (CH)
8 6,76 (d, 1H) 136,40 (CH)
C-S - 163,60 (C)
C=N - 150,84 (C)
OCH:0 6,00 (s, 2H) 101,28 (CH2)
S-CH, 2,75 (s, 3H) 15,83 (CH,)

No espectro de RMN de *H pdde ser confirmada a reagdo de alquilagdo, com a
presenca de um simpleto em 2,75 ppm, com uma integracéo para trés hidrogénios, referente
a metila que foi adicionada ao enxofre do anel triazolico. Além disso, observou-se um 0s
demais sinais referentes a estrutura do derivado, como por exemplo, 0 simpleto em & 6,00
ppm, referente aos dois hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, os sinais entre & 6,42
e 6 7,48 ppm referentes a cadeia olefinica e os sinais entre 6 6,80 ppm e 6 7,03 ppm referentes
aos hidrogénios arométicos. Além destes, nota-se também sinais entre 6 1,38 ppm e 6 2,09
ppm, além do sinal em 4,74 ppm, correspondentes aos hidrogénios do grupo cicloexila,
caracteristico do composto L3B.

No espectro de RMN 3C observou-se o aparecimento de um sinal em 15,83 ppm
referente ao carbono da metila adicionada pela reagédo de alquilacdo, confirmando o sucesso
da mesma. Notou-se 0s demais sinais do composto, como por exemplo em 6 163,60 ppm,
referente ao carbono ligado ao enxofre, outro em em & 150,28 ppm referente ao carbono
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ligado ao nitrogénio, ambos no anel triazdlico, além do sinal em 6 101,78 ppm referente ao
carbono do anel metilenodioxilico. Observou-se também sinais entre 6 24,98 ppm ¢ 6 31,55
ppm referentes aos CH, e o sinal em & 55,34 ppm referente ao CH, todos do grupo cicloexila.

Além dos demais sinais do anel aromatico e da cadeia olefinica, conforme a Tabela 15 que
corroboram para caracterizagdo da estrutura em questao.

1. L1B

O derivado L3B foi obtido com um rendimento de 69,5% na forma de um sdlido
amarelo amorfo, entretanto, na primeira tentativa de reagdo, o produto obtido se mostrou
sensivel as condi¢cdes ambientes, sofrendo assim uma degradacdo e por isso, 0 derivado
precisou ser armazenado em refrigerador, com condi¢Ges de atmosfera inerte (N,) e

protegido da luz. Sua caracterizagao foi feita por RMN de 13C (Espectro 11), de *H (Espectro
10) e espectrometria de massas. As atribuicdes propostas podem ser observadas na Tabela
18.
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Tabela 18: Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN 23C para o triazol L1B.

Posicéo 3 'H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 131,17 (C)
2 7,01 (s, 1H) 105,55 (CH)
3 - 148,22 (C)
4 - 147,99 (C)
5 6,82 (d, 1H) 108,54 (CH)
6 6,92 (d, 1H) 122,35 (CH)
ik - 136,62 (C)
2’ 7,13 (d, 1H) 127,36 (CH)
3 7,25-7,35 (m, 1H) 128,95 (CH)
4 7,25-7,35 (m, 1H) 128,90 (CH)
5 7,25-7,35(m, 1H) 128,95 (CH)
6’ 7,13 (d, 1H) 127,36 (CH)
a 4,11 (t, 2H) 45,17 (CH2)
b 3,00 (t, 2H) 36,26 (CHy)
a 5,99 (d, 1H) 112,34 (CH)
B 7,44 (m, 1H) 136,54 (CH)
y 6,64-6,74 (m, 1H) 125,92 (CH)
8 6,64-6,74 (m, 1H) 136,31 (CH)
C-S - 153,63 (C)
C=N - 151,23 (C)
OCH:0 6,01 (s, 2H) 101,29 (CH>)
S-CH, 2,71 (s,3H) 15,54 (CH,)

A reacéo de alquilacdo pdde ser confirmada no espectro de RMN de *H observando-
se 0 aparecimento de um simpleto em o 2,71 ppm, referente aos hidrogénios da metila
adicionada ao atomo de enxofre. Além disso, 0 espectro apresenta 0s demais sinais
caracteristicos do derivado, como o simpleto em & 6,01 ppm, referente aos dois hidrogénios
do grupamento metilenodioxilico, os sinais entre 6 5,99 e & 7,44 ppm referentes a cadeia
olefinica e os sinais entre 6 6,82 ppm ¢ & 7,01 ppm referentes aos hidrogénios aromaticos.
Além destes, nota-se também sinais entre & 7,13 ppm ¢ 6 7,35 ppm correspondentes aos
hidrogénios do anel aromatico referente ao grupo ligado ao anel triazolico, caracteristico do
composto L1B.

Ja no espectro de RMN 23C notou-se o aparecimento de um sinal em 6 15,54 ppm
referente ao carbono da metila, confirmando assim a ocorréncia da alquilagdo. Observou-se
também um sinal em & 153,63 ppm, referente ao carbono ligado ao enxofre, outro em em 6
151,23 ppm referente ao carbono ligado ao nitrogénio, ambos no anel triazélico, além do
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sinal em 6 101,29 ppm referente ao carbono do anel metilenodioxilico. Observou-se também
sinais entre 6 127,36 ppm e & 128,95 ppm referentes aos CH’s e um sinal em 6 136,62 ppm
do carbono quaternério, todos referentes ao anel aromético do grupo ligado ao anel
triazolico. Além dos sinais do anel aromatico e da cadeia olefinica, conforme a Tabela 15
que corroboram para caracterizacao da estrutura em questao.

1.8.6 Sintese dos derivados oxidados L3C

N—N N—N
[ N [ 3
o) NN N S 1)Metanol o) NS N s\
< ’f 2)NalO,/H,0 _ < 'f \o
R1 Banho de gelo, 12h R1

o o

Esquema 14: Sintese dos compostos triazolicos LnC

A reagdo foi mantida por 1h e ao final desse tempo, foi feito um acompanhamento
por CCDA com uma aliquota da reacdo e outra do triazol L3B, ambas diluidas em etanol,
usando como eluente hexano/acetato 60%. Observou-se na reacdo, uma mancha com mesmo
RF do L3B e outra mancha de menor RF, que foi atribuida ao produto esperado. Dessa
maneira, foram adicionados mais 6 mL de metanol e 2 mL &gua destilada, a fim de
homogeneizar melhor o meio reacional, que foi transferido para um tubo de ensaio maior,
para que a reacdo fosse mantida sob agitagdo, mas em temperatura ambiente.

O acompanhamento por CCDA foi feito diariamente e, no 9° dia de reacédo, observou-
se o0 total consumo de reagentes de partida, entdo a reacdo foi interrompida, fez-se uma
extracdo com acetato de etila, por trés vezes e o solvente organico foi removido em
evaporador rotatorio sob pressao reduzida.

Houve formacdo de um so6lido amorfo amarelo escuro.

e L3C formado (impuro): 40,40 mg

Uma analise de RMN de 1H e 13C foi feita, entretanto, 0s espectros apresentaram
muitos sinais de impureza que podem ser atribuidos a formacéo de subprodutos de oxidacéo.
Essa proposta foi feita tendo como base o grande tempo de reacdo e a dificuldade de manter
a reacdo em banho de gelo por vérios dias, isso poderia causar uma oxida¢ao mais vigorosa
que pode ter promovido a formacao de subprodutos de oxidacao.

Dessa maneira, atualmente estdo sendo feitos ajustes nas condi¢Ges reacionais, tais
como a quantidade dos reagentes usados e um controle melhor da temperatura de reacéo,
desse procedimento adotado, a fim de que se obtenha o produto desejado sem a formacéo de
subprodutos.
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1.8.7 Sintese do derivado oxidado L3D

N—N N—N
[ 3y e
o) NG S 1)Metanol ) NS NS /SQ
< 'f 2)KHSO,/H,0 < 'f o ©
R1 Banho de gelo R1
o o

Esquema 15: Sintese dos compostos triazélicos LnD

A reacgéo foi mantida por 2h em agitacdo e banho de gelo. Ao final desse tempo, foi
feito um acompanhamento por CCDA, com aliquotas da reacao, do L3C e do L3B usado
como reagente para essa reacdo, todas elas foram diluidas em metanol, usando
hexano/acetato 60% como eluente. Observou-se que ainda havia uma mancha referente ao
L3B e por isso, a reagdo foi mantida por mais 1h. A CCDA foi refeita e como ndo houve
alteragdo em sua aparéncia, adicionou-se 1 equivalente de KHSO,, 1 mL de agua destilada

e 1 mL de metanol em banho de gelo. A reacdo foi mantida por mais dois dias em temperatura
ambiente. Ao final do segundo dia, a CCDA indicou que todo o reagente de partida havia
sido consumido, pois ndo havia mais a mancha referente ao L3B, além de apresentar uma
mancha com RF menor do que o L3B de referéncia e menor também que o L3C.

O produto formado foi extraido com cloroférmio por trés vezes e por fim, o solvente
organico foi removido em evaporador rotatério sob presséo reduzida.

Houve a formacao de um produto amorfo de colora¢do amarronzada.

e L3D formado: 4,60 mg

Em virtude da quantidade de produto obtido ter sido pouca, ndo pode ser feita uma
recristalizacdo do mesmo e a sua caracterizacao ficou comprometida.

Os espectros de RMN de 3C e 'H apresentaram muitas impurezas, tornando dificil a
caracterizagédo do produto.

Dessa maneira, ajustes na metodologia estdo sendo feitos, a fim de que sejam
definidas as melhores condi¢fes para a obtencao do produto desejado.
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7  Conclusoes

Neste trabalho, buscou-se utilizar técnicas de modelagem molecular, para avaliar o
perfil inibitorio da CYP51 de T. cruzi por duas séries de compostos de atividade descrita na
literatura e desenvolver um modelo teorico para a predi¢éo da atividade desses compostos,
vislumbrando o desenvolvimento de novos protétipos de farmacos para o tratamento da
doenca de Chagas.

A construcdo do modelo tedrico para a predicdo de atividade foi baseada na proposta
de Wang e colaboradores (1994), na qual utilizou-se uma equacéo resultante da avaliacéo de
fatores entalpicos e entrépicos oriundos do processo de interacdo dos inibidores com a
enzima para o desenvolvimento de um modelo que predissesse a energia livre de interagéo.

O modelo foi construido através da regressdo linear mdltipla de trés termos
independentes calculados teoricamente: a entalpia de interacdo (AHint), a energia torsional
(AETor) € a energia livre de Gibbs referente ao transporte do inibidor do meio aquoso para a
proteina (AGsol); € dados experimentais de atividade dos compostos da série descrita por
Andrine e colaboradores (2003), sendo que a equacao obtida apresentou bom coeficiente de
correlacdo (r=0,84).

O modelo foi utilizado para prever os valores de atividade tedricos da outra série de
triazdis derivados da piperina, sintetizados pelo grupo de sintese da UFRRJ (FRANKLIM,
et al., 2013), que se mostraram inibidores promissores da CYP51 de T. cruzi.

Os resultados obtidos auxiliaram na proposta de modificacdes estruturais nessa serie
de triazdis, a fim de melhorar a atividade contra a CYP51, dando origem a uma nova série
de compostos triazélicos planejados que tiveram sua atividade tedrica predita pelo modelo
construido.

Os compostos planejados com atividades tedricas mais promissoras foram
sintetizados, apresentando bons rendimentos (entre 73 e 95%), e caracterizados por métodos
de espectrometria de massas e RMN de 'H e ‘3C. Entretanto, as metodologias de oxidag&o
estdo atualmente sendo ajustadas e otimizadas para que seja possivel obter os compostos
L1C, L1D, L3C e L3D com um rendimento adequado e sem a formacdo de subprodutos
indesejados.

Este trabalho tem como perspectiva, a determinacdo da pureza dos compostos
sintetizados, para que posteriormente, a atividade experimental dos mesmos seja
determinada, e entdo, seja possivel se fazer uma comparacdo com os dados de atividade
tedrica e experimental, além de avaliar se as mudancas estruturais planejadas, de fato
possibilitaram a melhora na atividade pretendida.
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9 Anexo

Tabela 19:Valores de AH(E-I), AH(H20), AH(E-H20) e AHintpara os compostos da Série
A, calculados com 0 método PM6 do programa MOPAC2016 em kcal/mol.

Composto AHe:1  AHy AHen,0 AHH,0  AHint
Al -5719,03 -32,21 -5740,81 -54,31 -0,32

A2 -5724,36 -26,80 -11,05
A3 -5713,02 -22,46 -4,05
A4 -5767,718 -6,52 -14,75
A5 -5754,93 42,02 -110,45
A6 -5673,31 70,12 -56,92
A7 -5715,30 42,16 -70,95
A8 -5733,14 20,31 -66,94
A9 -5794,92 73,69 -182,10
Al0 -5630,60 28,54 27,37
All -5763,37 39,88 -116,74
Al2 -5633,17 41,38 11,95
Al3 -5650,73 42,20 -6,43
Al4 -5717,57 50,47 -81,53
Al5 -5707,65 35,62 -56,76
Al6 -5742,05 27,51 -83,05
Al7 -5660,65 45,92 -20,06
Al8 -5699,58 38,35 -51,42
Al9 -5596,12 29,03 61,35
A20 -5630,88 89,06 -33,43
A21 -5640,87 37,30 8,33
A22 -5554,74 46,97 84,80
A23 -5583,90 132,39 -29,79
A24 -5621,51 38,62 26,38
A25 -5632,86 27,77 25,87
A26 -5759,10 49,70 -122,30
A27 -5690,79 46,41 -50,69
A28 -5685,28 -9,23 10,46
A29 -5736,66 -17,40 -32,75
A30 -5695,87 30,91 -40,28
A3l -5794,20 24,32 -132,02

*Calculos feitos no vacuo
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Tabela 20: Valores de AH(E-I), AH(H20), AH(E-H20) e AHintpara os compostos da Série

A, calculados com 0 método PM6 do programa MOPAC2016 em kcal/mol.

Composto AHe.1  AHi AHen,0 AHH, 0 AHint
Al -6268,91 -40,03 -6255,55 -58,89 -32,23
A2 -6271,36 -36,39 -38,32
A3 -6271,94 -32,75 -42,53
A4 -6229,28 -16,21 -16,42
A5 -6220,75 31,97 -56,06
Ab -6153,91 55,42 -12,67
A7 -6193,22 31,01 -27,57
A8 -6209,14 10,71 -23,19
A9 -6141,49 63,95 -8,78
Al10 -6227,74 19,63 -50,72
All -6187,52 30,70 -21,57
Al2 -6196,90 32,45 -32,69
Al3 -6187,54 33,14 -24,03
Al4 -6190,28 41,88 -35,50
Al5 -6231,11 25,34 -59,80
Al6 -6202,57 17,15 -23,06
Al7 -6187,14 36,46 -26,94
Al8 -6199,95 28,38 -31,67
Al9 -6201,72 21,37 -26,43
A20 -6121,75 48,79 26,12
A21 -6134,95 27,61 34,10
A22 -6157,49 39,18 0,00
A23 -6067,92 93,38 35,36
A24 -6179,29 26,29 -8,92
A25 -6180,55 20,55 -4,44
A26 -6119,70 41,24 35,73
A27 -6142,58 39,30 14,78
A28 -6172,22 -18,25 42,69
A29 -6270,06 -27,89 -45,51
A30 -6168,77 24,00 3,90
A3l -6205,22 14,88 -23,44

*Calculos feitos considerando =4
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Tabela 21: Valores de AH(E-I), AH(H20), AH(E-H20) e AHintpara os compostos da Série

A, calculados com 0 método PM6 do programa MOPAC2016 em kcal/mol.

Composto AHe.  AH; AHen,0 AHH, 0 AHint
Al -6595,96 -48,33 -6591,31 -61,31 -17,62
A2 -6585,67 -30,27 -25,40
A3 -6562,75 -38,70 5,96
A4 -6544,85 -22,34 7,49
Ab -6515,91 25,24 -11,15
A6 -6495,73 46,15 -11,87
A7 -6516,13 24,62 -10,75
A8 -6557,27 5,45 -32,72
A9 -6485,27 58,45 -13,72
Al0 -6116,06 14,32 399,63
All -6534,27 25,48 -29,74
Al2 -6530,17 27,30 -27,47
Al3 -6103,40 27,91 398,70
Al4 -6503,82 36,88 -10,69
Al5 -6506,33 19,34 4,33
Al6 -6457,58 11,17 61,25
Al7 -6104,87 30,91 394,23
Al8 -6526,10 22,74 -18,83
Al9 -6460,26 18,20 51,54
A20 -6451,75 29,29 48,96
A21 -6447,67 21,85 60,49
A22 -6480,54 35,21 14,25
A23 -6413,48 73,38 43,14
A24 -6455,64 18,73 55,63
A25 -6456,57 16,88 56,55
A26 -6451,46 36,52 42,03
A27 -6401,77 34,74 93,49
A28 -6513,11 -23,50 40,40
A29 -6544,38 -34,05 19,68
A30 -6459,68 18,45 51,87
A3l -6516,91 9,40 3,70

*Calculos feitos considerando £=78.4
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Tabela 22:Valores de AH(E-I), AH(H20), AH(E-H20) e AHint(e=1) para os compostos da
Série B, calculados com 0 método PM6 do programa MOPAC2016 em kcal/mol.

Composto AHe.x  AH AHen,0 AHH, 0 AHint
Bl -3410,18 35,24 -3499,67 -54,31 -0,06

B2 -3374,61 27,57 43,18
B3 -3370,24 20,07 55,06
B4 -3391,83 18,10 35,43
BS -3383,99 8,79 52,58
B6 -3379,96 12,44 52,96
B7 -3325,72 65,86 53,78
B8 -3393,74 61,63 -10,01
B9 -3503,24 -45,26 -12,62
B10 -3379,88 14,45 51,03
B11 -3335,26 65,49 44,61
B12 -3375,53 24,25 45,58
B13 -3361,63 43,33 40,41

Tabela 23:Valores de AH(E-I), AH(H20), AH(E-H20) e AHint(e=4) para os compostos da
Série B, calculados com o método PM6 do programa MOPAC2016 em kcal/mol.

Composto AHe:1  AHi AHeH,0 AHH,0 AHint
Bl -3710,70 20,25 -3781,11 -58,89 -8,73

B2 -3652,13 12,73 57,36
B3 -3674,26 7,36 40,59
B4 -3694,65 3,87 23,70
B5 -3709,05 -6,98 20,15
B6 -3689,62 -1,39 33,98
B7 -3652,72 51,55 17,95
B8 -3654,68 45,99 21,55
B9 -3726,44 -61,64 57,42
B10 -3696,17 -0,51 26,56
B11 -3641,75 49,04 31,43
B12 -3701,24 8,03 12,95
B13 -3675,25 28,34 18,63
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Tabela 24:Valores de AH(E-I), AH(H20), AH(E-H20) e AHint(¢=78,4) para os compostos
da Série B, calculados com o método PM6 do programa MOPAC2016 em kcal/mol.

Composto AHe:1  AHi AHeH,0 AHH,0 AHint
Bl -3863,08 10,86 -3964,28 -61,31 29,03

B2 -3847,97 3,67 51,33
B3 -3851,58 -0,99 52,39
B4 -3882,83 -5,06 25,21
B5 -3878,63 -15,73 40,08
B6 -3864,56 -9,99 48,41
B7 -3838,98 43,02 20,97
B8 -3827,45 36,67 38,86
B9 -3925,59 -72,43 49,81
B10 -3860,35 -9,06 51,68
B11 -3851,53 39,42 12,03
B12 -3860,41 0,84 41,72
B13 -3847,08 19,04 36,86
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