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RESUMO GERAL

VELEZ, Afonso Santine Magalhdes Mesquita. Hibridacio molecular e dimerizaciao de
farmacoforos como estratégias no planejamento de novos farmacos para o
tratamento de infeccOes causadas por tripanossomatideos. 2025. 198p Tese

(Doutorado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Quimica, Departamento de

Quimica Organica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

As doengas causadas por protozodrios tripanossomatideos tém grande impacto na saude
publica em diferentes regioes do planeta e, at¢ o momento, nao dispdem de tratamentos
adequados que garantam o bem-estar e a seguranca dos pacientes durante os longos
periodos de tratamento. Estando majoritariamente presente no continente americano, a
doenga de Chagas (tripanossomiase americana), causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, afeta mais de 7 milhdes de pessoas em todo o mundo. No continente
africano, a doenca do sono (trirpanossomiase humana africana), causada pelo
Trypanosoma brucei, ¢ um problema atual, visto que a mortalidade desta doenca ocorre
se ndo tratada no inicio de seus sintomas. No continente africano, mais de 55 milhdes de
pessoas vivem expostas em areas endémicas, em risco real de infec¢do. Considerando a
demanda por desenvolvimento de novas alternativas terap€uticas para o tratamento dessas
doencgas, esse trabalho tem como foco principal o planejamento racional de novas
moléculas por meio de duas abordagens distintas. No capitulo 1, trata-se do planejamento
de moléculas hibridas, explorando o potencial de derivados sintéticos da amida natural
piperina, extraidos dos frutos secos de Piper nigrum, juntamente com grupos
farmacoforicos presentes em farmacos comerciais com atividade antiparasitaria
conhecida, como nitroimidazéis (presentes e responsaveis pela atividade antiparasitiria
dos farmacos benznidazol, megazol e metronidazol). Todas as moléculas sintetizadas
foram avaliadas frente as principais formas morfoldgicas do 7. cruzi, especialmente as
formas amastigotas (cepa Tulahuen C2C4-LacZ), bem como frente ao 7. brucei, e quanto
a sua citotoxicidade em diferentes células de mamiferos. Além dos calculos de docagem
molecular, foram conduzidos calculos em modelos enzimaticos de TcSDH e de 14DM de
T. cruzi para investigar a capacidade inibitoria da nova série de ligantes hibridos. Além
da hibridacdo molecular, no Capitulo 2 realizou-se o planejamento racional de compostos
diméricos inspirados unicamente no nucleo farmacoférico do benznidazol (2-
nitroimidazol), gerados por meio de simples N-alquilagdes com agentes alquilantes

bidentados, o que se mostrou uma estratégia promissora. A avaliacdo biologica



demonstrou que todos os compostos dimeros foram ativos contra formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi (Tulahuen C2C4-LacZ). Notavelmente, os dimeros de cadeia mais
longa exibiram poténcia notavel (Clso < 1,0 uM); isso confirmou que sua atividade anti-
T. cruzi ¢ dependente do tamanho da cadeia metilénica espacadora, uma vez que os
hibridos de cadeia mais longa interagem melhor com a nitroredutase do 7. cruzi (TcNTR),
que atua na ativagdo metabodlica desses nitroimidazoéis (pro-farmacos) no interior da
célula do parasito. Esses compostos também mostraram atividade significativa contra 7.
b. brucei (T. b. brucei 427) e citotoxicidade muito baixa em células de mamiferos,
destacando sua seletividade, especialmente em relagdo aos dimeros de cadeia mais longa.
Esses grupos farmacoforicos nitroimidazodlicos sdo de fundamental importancia na terapia
dessas doencas antiparasitarias, que, apesar de sua baixa eficacia, ¢ uma das poucas que
ainda conseguem ter éxito em alguma etapa do tratamento. Todos os compostos de ambas
as séries foram caracterizados por IV, RMN 'H e 3C, bem como HRMS. Esse estudo em
sua totalidade visa trazer a luz um melhor entendimento do seu funcionamento frente aos
diferentes parasitos e hospedeiros, em diferentes abordagens, a fim de promover um
melhoramento em sua aplicacdo nas estruturas de novos candidatos a farmacos, ajudando
a desmistificar sua aplicacdo no desenvolvimento de novos candidatos a prototipos de

moléculas com atividade frente a doencas infecciosas parasitérias.

Palavras-chave: Piperina, Nitroimidazéis, Doenga de Chagas, Doenga do sono.



ABSTRACT

VELEZ, Afonso Santine Magalhdes Mesquita. Molecular hybridization and
dimerization of pharmacophore groups as strategies for designing new drugs to treat
infections caused by trypanosomatids. 2025. 198p Thesis (Doctorate in Chemistry,
Organic Chemistry). Institute of Chemistry, Department of Organic Chemistry,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Diseases caused by trypanosomatid protozoa significantly impact public health
worldwide, and effective long- term treatments are still lacking. Predominantly found in
the Americas, Chagas disease (American trypanosomiasis), caused by the
hemoflagellated protozoan Trypanosoma cruzi, affects over 7 million people globally. In
Africa, sleeping sickness (Human African trypanosomiasis), caused by Trypanosoma
brucei, remains a serious health threat because of its high fatality rate if not treated early.
Over 55 million people live in endemic zones across Africa, facing real risks of infection.
Due to the urgent need for new therapeutic options, this work emphasizes the rational
design of novel molecules using two approaches. Chapter 1 details the design of hybrids
based on synthetic derivatives of the natural amide piperine, extracted from dried Piper
nigrum fruits, combined with pharmacophoric groups found in existing antiparasitic
drugs like nitroimidazoles (which contribute to the activity of benznidazole, megazol, and
metronidazole). All molecules were tested against the primary forms of 7. cruzi,
especially the amastigote stage (strain Tulahuen C2C4- LacZ), and evaluated for activity
against 7. brucei and cytotoxicity toward different mammalian cells. Molecular docking
and enzymatic models of TcSDH and 14 DM of 7. cruzi were used to assess the inhibitory
potential of these hybrid ligands. In Chapter 2, the rational design of dimeric compounds
was explored, inspired solely by the pharmacophoric core of benznidazole (2- 2-
nitroimidazole), created through simple N-alkylation using bidentate alkylating agents —
a promising strategy. Biological tests showed all dimeric compounds were active against
T. cruzi amastigotes (Tulahuen C 2 C 4- LacZ). Notably, longer-chain dimers displayed
remarkable potency (ICso< 1 1.0 uM), indicating that their activity depends on the length
of the methylene spacer; longer chains interact more effectively with 7. cruzi
nitroreductase (TcNTR), which activates these prodrugs inside the parasite. These
compounds also demonstrated significant activity against T. b. brucei (strain 427) and
exhibited minimal cytotoxicity in mammalian cells, underscoring their selectivity —

especially among the longer-chain dimers. The nitroimidazole pharmacophoric groups



are crucial in antiparasitic therapy, which, despite limited efficacy, continues to show
some success at certain stages of treatment. All the compounds in both series were
characterized by IR, 'H and '3C NMR, as well as HRMS. Overall, this study aims to
enhance understanding of their mechanisms of action across different parasites and hosts.
It uses multiple approaches to improve the design of new drug candidates and facilitate

the development of prototype molecules active against parasitic infections.

Keywords: Piperine, Nitroimidazoles, Chagas disease, Sleeping sickness
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LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS
AcOEt = Acetato de Etila
ACN = Acetonitrila
Ala = Alanina
ASH = Albumina sérica humana
Arg = Arginina
CH3S0:Cl = Cloreto de Mesila
CLAE = Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
CCDA = Cromatografia em camada delgada analitica
CI 50 = Concentracdo Inibitoria de 50%

CPRG = Chlorophenol red p -D-galactopyranoside (vermelho de clorofenol [-
galactopiranosideo)

d = dupleto

dd = duplo dupleto

DC = Doenga de Chagas

DCM = Diclorometano

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMF = N, N-dimetilformamida

DMSO = Dimetilsulféxido

DTN’s = Doencas Tropicais Negligenciadas

EDTA = Acido etilenodiamino tetra-acético

EM = Espectroscopia de massas de Baixa resolu¢ao com ionizagdo por impacto de
elétrons

ESI = Espectrometria de Massa com ioniza¢do por Eletronspray

Gln = glutamina

Glu = Acido Glutamico

His = Histidina

HRMS = High Resolution Mass Spectra (Espectro de Massas de Alta Resolucao)
Ile = Isoleucina

IS = Indice de seletividade

IV = InfraVermelho

J = constante de acoplamento



K2CO3 = Carbonato de Potéssio

LIT = Liver Infusion Triptose

Lys = Lisina

M +» = fon Molecular

m = multipleto

Met = Metionina

MTT = (4,5-dimetil-2-{(E)-[(Z)-fenil(2-fenilhidrazinilideno)metil |diazenil} -1,3-tiazol

MTS = (3-(4,5-dimetiltiazo1-2-11)-5-(3-carbox imetoxifenil)-2 -(4-sulfofenil)-2 H -
tetrazolio)

m/z = razao massa-carga

MHz = MegaHertz

NTR = Enzima nitroredutazes

PBS = Solugdo Tampao de Fosfato

PMS = metossulfato de fenazina

P.F. = Ponto de fusdo

ppm = parte por milhdo

RMN ! H = Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN " C = Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
s = simpleto

SAR = Rela¢ao de Estrutura-Atividade

Ser = Serina

SFB = Soro Fetal Bovino

SN2 = Substituicdo Nucleofilica bimolecular
t = tripleto

t.a. = temperatura ambiente

TEA = Trietilamina

Tyr = Tirosina

Thr = Treonina

TR = Enzima Tripanotiona Redutase

Trp = Triptofano

TMS = Tetrametilsilano

UV = Ultra Violeta



0 = deslocamento quimico
v = estiramento

A = comprimento de onda
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1. INTRODUCAO

1.1.A Doenca de Chagas

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomiase Americana,
¢ uma doenca endémica em 21 paises do continente americano (MSF, 2018). Esta
parasitose ¢ causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi e é considerada
uma das mais negligenciadas entre o grupo de doengas tropicais negligenciadas (DTNs)
(HOTEZ et al., 2007). As DTNs correspondem a um grupo de 20 doengas infecciosas que
afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo e estdo presentes, principalmente,
em paises em desenvolvimento, especialmente em zonas tropicais. Estas doencas sdo
recorrentes e socialmente determinadas, sendo predominantes em bolsdes de extrema
pobreza, onde a falta de itens basicos para a subsisténcia, como saneamento basico e
acesso a unidades de saude, permite a exposi¢dao e, consequentemente, o contagio de
populagdes vulneraveis a diferentes patogenos (OPAS; OMS, 2024). Adicionalmente,
destaca-se um dos principais motivos para a perpetuacdo das DTNs, que ¢ a falta de
investimentos e iniciativa de industrias farmacéuticas privadas no desenvolvimento de
novos tratamentos efetivos para essas enfermidades; e até mesmo, podemos destacar, a
negligéncia por parte das autoridades competentes, em se colocar em pratica politicas de
saude publica que conscientize a populagao vulneravel sobre o perigo crescente a que
estdo expostas e incentive a pesquisa e o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas, a fim de mitigar o impacto nocivo dessas enfermidades (IHMT, 2020).

A DC foi descoberta e teve seu ciclo completamente descrito, ressaltando a sua
complexidade, em 1909 pelo médico e cientista brasileiro Carlos Chagas (Figura 1), que
identificou as primeiras formas flageladas de 7. cruzi em sangue humano deuma paciente

de dois anos que apresentava sintomas de febre alta, ¢ aumento do tamanho de 6rgaos
vitais, como figado e bago (CHAGAS, 1909).

Figura 1. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934).



Atualmente, estima-se que, em todo o mundo, o nimero de pessoas infectadas pelo
T. cruzi seja de cerca de 6 milhdes, sendo que mais de 70% dos individuos com DC ndo
sabem que estdo infectados, devido a falta de conhecimento sobre a doenga ¢ ao acesso
limitado a unidades de satde que efetivamente diagnostiquem ou alertem a populagao
sobre a gravidade do problema, o que causa cerca de 12 mil mortes por complicagdes da
DC (PAHO/WHO, 2023). Uma vez que a fase inicial desta doenga ¢, praticamente,
assintomatica ou até mesmo apresentando sintomas leves que podem ser confundidos
com outras enfermidades, milhares de pessoas convivem com essa infec¢do, sem o
diagndstico, alheias a qualquer tipo de tratamento ou cuidado necessdrio, visto que,
atualmente no continente americano mais de 70 milhdes de pessoas vivem em areas de
risco expostas ao contagio com o parasito (MSF, 2018; PAHO/WHO, 2023). Estima-se
ainda que, anualmente, cerca de 30 mil novos casos de infec¢do ocorrem por transmissao
vetorial e outros 9 mil casos sdo registrados de recém-nascidos infectados pelo 7. cruzi
por transmissdo congénita (PAHO/WHO, 2023). Nas tltimas décadas, a doenca teve uma
mudanga em seu padrao epidemiolégico, passando de rural para urbano, devido a fatores
como urbanizacdo, mobilidade da populacdo e, principalmente, emigracdo. Com isso,
observa-se o aparecimento massivo da DC em paises nao-endémicos, sejam eles paises
desenvolvidos ou paises em desenvolvimento, como Canadd, Estados Unidos, alguns dos
principais paises da Europa, alguns paises da Africa, do Mediterrdneo Oriental e do

Pacifico Ocidental (GONZALEZ-SANZ et al., 2023; LEE et al., 2013; WHO, 2020).

Estimated number of Tcruzi infected cases
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Figura 2. Distribuicao global da Doenga de Chagas (WHO, 2018).



A transmissdo vetorial do 7. cruzi para o hospedeiro humano ocorre, geralmente, em areas
rurais, onde se concentra a populagao em maior vulnerabilidade econdmica, que pela falta
de recursos moram em ambientes precarios e sem servicos basicos de higiene e
saneamento estando mais vulneraveis ao contato com os dejetos, contaminados com o 7.
cruzi, do “barbeiro” (Figura 3), nome popular que se ddao grupo deinsetos hematofagos
triatomineos, que tem como principal transmissor o Triatoma infestanz da familia
triatomineae. A transmissdo por via oral tem despertado interesse nos ultimos anos,
epidemiologicamente, e vem sendo chamada por “transmissdo a distancia” (XAVIER,
SAMANTA CRISTINA DAS CHAGAS et al., 2014); recebe esse termo, pois consiste
no consumo de insumos provenientes de regides rurais (em sua maioria, endémicas),
geralmente, polpa de frutas contaminadas com 7. cruzi, tendo havido algum tipo de
contato com os dejetos do “barbeiro” em seu cultivo ou processamento, dando destaque
para a polpa de agai e o caldo-de-cana, muito populares no Brasil (BARROSO
FERREIRA; BRANQUINHO; CARDARELLI-LEITE, 2014; ROCHA, YANCKA
LENERHORA etal., 2023). Nao sao muito comuns em trabalhos na literatura discussoes
que abordem a fisiopatologia da transmissdo oral do T. cruzi; as evidéncias apontam para
uma invasao parasitaria através da mucosa gastrica (LIMA et al., 2022). Segundo Coura
e Castro (2002), a transmissao através de transfusdes sanguineas, de doadores infectados,
ja teve nimeros expressivos (5 a 20% das infec¢des por 7. cruzi), tendo atualmente
diminuido esse numero devido a maior fiscalizagdo e cuidado nos bancos de sangue. A
transmissdo congénita, ou vertical, consiste na infeccdo de mae para filho durante a
gravidez, ou no momento do parto, em alguns casos pode ocorrer também através do

aleitamento materno (LAMOUNIER et al., 2004).

Figura 3. Imagem dobarbeiro (inseto triatomineo), vetor da doenga de Chagas ( imagem:
<http:/triatokey.cpqrr.fiocruz.br/#&ui-state=dialog> ).



http://triatokey.cpqrr.fiocruz.br/#&ui-state=dialog

O T. cruzi apresenta tré€s variacdes morfologicas distintas ao longo de seu ciclo
evolutivo de alta complexidade, passando por dois hospedeiros distintos (Figura 4). A
epimastigota ¢ a forma replicativa, exclusiva do hospedeiro invertebrado, presente no
trato digestivo do inseto triatomineo (vetor). A amastigota ¢ a forma replicativa, exclusiva
do hospedeiro mamifero, observada no interior das células hospedeiras, responsavel pela
perpetuagdo e expansdo da DC no organismo do hospedeiro mamifero, e pode ser
considerada a forma evolutiva mais importante a ser estudada em um tratamento
quimioterapico, devido ao seu papel fundamental na manutencdo da infeccdo nos
hospedeiros vertebrados com formag¢ao dos chamados ninhos amastigotas dormentes em
tecidos cronicamente infectados podendo, a qualquer momento, reiniciar a infecgdo
(MARTIN-ESCOLANO et al., 2022). A tripomastigota é a forma infectante e ndo
replicativa, presente nos dejetosdo vetor e na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero

infectado (FIOCRUZ, 2017).
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Figura 4. Representagdo esquematica do ciclo de vidado Trypanosoma cruzi (Traduzida
de CDC, 2021).



Apos instalada a infec¢do, a DC se manifesta, inicialmente, na fase aguda, que
esta associada a infestagdo e multiplicacdo parasitaria nos tecidos, principalmente no
miocardio, no aparelho digestivo, alguns trabalhos destacam a possibilidade do parasito
ultrapassar a barreira hematoencefalica infectando diversos tipos células do cérebro
(SIMOES et al., 2018; USECHE et al., 2022). Essa fase se inicia de 1 a 4 semanas apds
a exposicao ao 7. cruzi, ela ¢ conhecida por ser assintomatica, porém os pacientes podem
apresentar quadros sintomaticos, com febre, adenomegalia e hepatoesplenomegalia. Uma
pequena parte dos pacientes mais graves pode apresentar sintomas que se assemelham a
miocardite e meningoencefalite, sendo fatal em até 10% dos casos mais graves,
acometendo principalmente criangas menores de dois anos (RODRIGUES COURA,
2003; SIMOES et al., 2018). A fase cronica apresenta uma patogenia mais complexa, na
qual a inflamagdo de diversos tecidos infectados ¢ o determinante da progressdo da
doenca. Muitos pacientes podem levar de 10 a 30 anos, ap6s a fase aguda, para manifestar
os sintomas da fase cronica, destacando-se como o principal, e mais o severo, a
cardiomiopatia decorrente das lesdes no tecido cardiaco, causadas pelo parasito e pelo
sistema imune do hospedeiro, podendo lavar a morte subita do paciente (COURA; DE
CASTRO, 2002; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RODRIGUES COURA, 2003;
XAVIER, SERGIO SALLES et al., 2005).

O tratamento quimioterapico da DC se restringe a dois farmacos nitro-
heterociclicos, inseridos no mercado a mais de 50 anos, o nifurtimox e¢ o benznidazol
(Figura 5), com indices de cura na faixa de 50 a 70% na fase aguda, em contraste com
valores percentuais inferiores a 20% na fase cronica da doenga (DIAS et al, 2009;
MULLER KRATZ et al., 2018; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Esses farmacos
demandam um longo tempo de tratamento (30 a 60 dias), € muitas vezes os pacientes
acabam por abandonar o tratamento por diversos fatores, sendo o principal deles os efeitos
colaterais severos causados por essas substancias, como problemas gastrointestinais,
dermatoldgicos, toxicidade hepatologica, entre outros, que apresentam um perfil de
toxicidade bastante elevado (GARCIA et al., 2005; RIBEIRO, VANESSA et al., 2020;
RODRIGUES COURA, 2003). No Brasil o benznidazol ¢ o farmaco de primeira escolha,
ja a utilizacdo do nifurtimox foi descontinuada devido aos seus efeitos genotoxicos, por
volta de 2005 pelas agéncias reguladoras. Porém, nos ultimos anos o nifurtimox ¢
recomendado, conforme Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Doenga de

Chagasn®397,de 2018, para o tratamento etiologico, em criangas e adolescentes na forma



cronica indeterminada e, nos casos agudos, para qualquer faixa etéria, em situacdes em

que o benznidazol nao ¢ adequadamente tolerado (FIOCRUZ, 2023).
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Figura 5. Estrutura dos farmacos comerciais nifurtimox 1 e benznidazol 2.

A falta de interesse de industrias farmac€uticas no desenvolvimento de novos
tratamentos para a DC ¢ notéavel; pois ¢ uma doenca que ndo tem potencial lucrativo para
essas empresas, uma vez que a maioria da populacao infectadanao tem condi¢des de arcar
com o valor do tratamento, estando principalmente nas areas mais carentes dos paises
endémicos. O Brasil vem somando esfor¢os no combate a DC, no ano de 2021 o
Ministério da Saude investiu outros R$ 21 milhdes no Cuida Chagas, projeto da Unitaid
na Bolivia, Brasil, Colombia e Paraguai, com o objetivo de melhorar o acesso ao
diagnoéstico, tratamento e atengdo integral, por meio de abordagens inovadoras e
sustentaveis, com foco na transmissdo congénita. No Brasil, o Cuida Chagas atua nos
territorios de Igarapé Miri (PA), Janatiba (MG), Parauna (GO), Riachdo das Neves (BA)
e Rosario do Sul (RS) (MINISTERIO DA SAUDE BR, 2022). E um panorama de
esperanga, mas ainda muito aquém daurgéncia deum problema real de saude publica que
acomete povos carentes. Segundo matéria publicada em 2013 pela Agéncia FIOCRUZ de
Noticias, essa negligéncia custa US$ 129 milhdes por ano a saude publica brasileira. Para
sanar esse problema da falta de tratamento, muitos trabalhos tém discutido a eficiéncia
das estratégias de reposicionamento de farmacos, e da associagdo de farmacos, por serem
abordagens mais rapidas e econdmicas (RIBEIRO, VANESSA etal., 2020). Porém, uma
alternativa atraente ¢ o estudo e uso de produtos naturais abundantes, obtidos de fontes
renovaveis, como precursores na sintese de novos antiparasitarios, pois apresentam uma

variedade infinita de estruturas capazes de interagir com diferentes modelos biologicos
(DIAS et al., 2009).



1.2.A Tripanosomiase Humana Africana

A Tripanosomiase Humana Africana (THA), popularmente conhecida como
“doenca do sono”, ¢ uma doenca transmitida, principalmente, por vetores através da
picada de uma mosca tsé-ts¢ infectada (Glosina spp.) (BARRETT, 2006; BRUN ef al.,
2010; WHO, 2023b). E uma doenga potencialmente fatal em muitos casos, cujo agente
etiologico € o Trypanosoma brucei, dividido em duas subespécies: T. brucei gambiense
(responsavel por 92% dos casos registrados) e 7. brucei rhodesiense (responséavel por 8%
dos casos registrados), dependendo do local da infec¢ao (WHO, 2023b). A T.b.
gambiense esta presente na Africa Ocidental ¢ Central, causando um tipo de infecgdo
cronica, na qual o individuo infectado passa longos periodos sem apresentar sintomas;
embora os sintomas se manifestem apos meses ou anos, na maioria dos casos, a doenga
ja estd no contexto de uma infeccdo avancada, com o sistema nervoso central
comprometido (BUSCHER et al., 2017; WHO, 2023b). A T.b. rhodesiense esta presente
no leste e sul da Africa, causada por um tipo de infecgdo aguda, em que os primeiros
sintomas aparecem em poucas semanas, evoluindo rapidamente, afetando 6rgaos vitais e
o sistema nervoso central. Essa enfermidade causa sintomas como febre, dorde cabeca,
dores articulares, inchagco dos ganglios (linfonodos) e um carogo na picada da mosca tsé-
tsé; depois, afeta o sistema nervoso, causando sonoléncia excessiva diurna, insonia,
confusdo mental, alteragcdes de comportamento, falta de coordenacdo, e pode levar ao

coma se nao tratada, sendo a forma mais potencialmente fatal (BUSCHER et al., 2017,
WHO, 2023b).

Segundo dados recentes da Organizagcdo Mundial da Satude, o continente africano
tem mais de 55 milhdes de pessoas expostas em areas endémicas, principalmente nas
regides rurais da Africa Subsaariana, sujeitas a riscos reais e latentes de infecgdo pelo T.
brucei. Apesar da perspectiva negativa, a OMS uniu esforgos para erradicar essa doenca
fatal. Uma queda significativa nos casos de doenca do sono causada pelo 7. b. gambiense,
passando de 27.862 casos registrados em 1999 para 799 em 2022. Também houve uma
reducdo significativa nos casos de doenca do sono causada pelo 7. b. rhodesiense,
passando de 619 casos registrados em 1999 para 38 em 2022. No entanto, como se trata
de uma doenca parasitaria fatal, se ndo for diagnosticada e tratada adequadamente, esses
nimeros ainda s3o preocupantes, uma vez que os povos nativos dessas areas endémicas
nao tém seguranca adequada contra a transmissao dadoenca dosono. Todos os anos, pelo

menos um caso de infeccdo por 7. brucei ¢ diagnosticado nos Estados Unidos, em



viajantes que retornam de areas endémicas (BUSCHER et al., 2017; CANTEY et al.,
2019; CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

O ciclo devida doparasita (Figura 6) comeca quando o vetor se alimenta do sangue
do individuo, injetando tripomastigotas metaciclicos no sangue e na camada lipidica da
pele. Quando entram na corrente sanguinea, eles diferenciam-se em tripomastigotas, que
se dividem por fissdo bindria, ocorrendo fora das células e atingindo os fluidos corporais.
Em segundo lugar, a mosca tsé-tsé se infecta com o tripomastigota presente no sangue do
individuo infectado, ao fazer o repasto sanguineo. No trato digestivo da mosca, os
parasitas se diferenciam em tripomastigotas pro-ciclicos, que se dividem por divisdo
binaria e, ao sairem do intestino, se diferenciam em epimastigotas ao chegarem as
glandulas salivares da mosca, onde continuam a se multiplicar, até formar uma nova

infeccdo, e entdo os parasitas se diferenciam novamente em tripomastigotas metaciclicos,
fechando o ciclo de infeccio (CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019).
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Figura 6. Ciclo de vida do 7. brucei (Traduzida de CDC, 2019).



O diagnostico da THA pode ser feito pela deteccdo do parasita em pacientes
infectados, por meio de esfregacos de sangue ou de outras secre¢des corporais.
Recentemente, foram lancados testes rapidos para 7. b. gambiense, com desempenho
questionavel dependendo da endemicidade; esse tipo de teste ¢ limitado para identificar

T. b. rhodesiense, pois a soroconversao sO ocorre apds o inicio dos sintomas clinicos
(BUSCHER et al., 2017; CDC, 2019; WHO, 2023).

O arsenal terapéutico utilizado no tratamento da THA inclui farmacos altamente
citotoxicos, que podem causar sérios efeitos adversos aos pacientes, o que desestimula
seu uso. Suas formas de administracdo s3ao, em sua maioria, intramusculares e
intravenosas (extremamente dolorosas), além de serem farmacos caros e de
disponibilidade limitada em 4areas endémicas (devido a necessidade de acondicionamento
em baixas temperaturas, CDC, 2019). Vale ressaltar que essas abordagens terapéuticas
ndo apresentam uma taxa de cura adequada, seja pela rapida progressao do quadro clinico
da THA, ou mesmo pelos graves efeitos adversos. Os medicamentos sao fexinidazol 3,
pentamidina 4, suramina 5, merlasoprol 6, eflornitina 7 (Figura 7) isoladamente ou em
associacao com nifurtimox, ressaltando que o tratamento ¢ direcionado de acordo com o
estagio da doenga e, principalmente, pela espécie do 7. brucei, o que destaca a grande
importancia do diagndstico prévio, fatores que dificultam e oneram o tratamento dessa
doencga potencialmente fatal. Portanto, ¢ evidente a necessidade de medicamentos mais
eficazes e com maiores indices de seletividade, garantindo maior seguranca aos pacientes

infectados (CDC, 2019; PATTERSON; WYLLIE, 2014; WHO, 2023).
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Figura 7. Farmacos utilizados no tratamento da THA.



1.3.Produtos Naturais como alternativa para o desenvolvimento de novos
farmacos antiparasitarios

Na busca por novos tratamentos, os produtos naturais constituem uma alternativa
atraente de estruturas biologicamente ativas, que podem ser utilizadas como farmacos ou
mesmo como precursores ha sintese de novos farmacos antiparasitarios, pois apresentam
uma infinita variedade de estruturas potencialmente bioativas (DA ROSA; SCHENKEL;
CAMPOS BERNARDES, 2020; DIAS et al., 2009; IZUMI et al., 2011; KAYSER;
KIDERLEN; CROFT,2003). No campo daquimica medicinal, tendo em vista o contexto
atual, com a crescente resisténcia aos farmacos de uso padrao e o pouco interesse da
industria farmacéutica no desenvolvimento de novas terapias antiparasitarias, os produtos
naturais se reafirmam como uma importante estratégia de inova¢do na area de
planejamento e desenvolvimento de novas substancias com atividades em diversos alvos
biologicos, em especial as substancias isoladas deespeciarias e temperos, conhecidas pelo
potencial antimicrobiano e antiparasitario (DIAS et al., 2009; NDJONKA et al., 2013;
OROSCO; MENDOZA; MELENDEZ, 2024; VELEZ, AFONSO et al., 2024).

A importancia dos produtos naturais ¢ muito bem representada no trabalho de
Newman e Cragg (2020), no qual foi feito um levantamento de todos os farmacos
aprovados pelo FDA de 1981 a 2019, e conclui-se que cerca de 65% destes tiveram
participagdo direta ou indiretamente de produtos naturais no seu desenvolvimento
(Figura 8). De forma similar, o trabalho de Butler e colaboradores (2025) mostra um
levantamento de todos os farmacos aprovados no mundo na tltima década (2014 a 2024)
foram registrados 56 novos farmacos derivados direta ou indiretos de produtos naturais,
com média de 5 farmacos derivados de produtos naturais langados por ano por ano. No
ano de 2025 até o final de junho houve a aprovagao de mais trés farmacos derivados de
produtos naturais, o Telisotuzumab-vedotin (utilizado no tratamento de céncer de
pulmao), Nafithromycin (Mignaf®, utilizado no tratamento de infec¢cdes causadas por
bactérias super resistentes) e Acoltremon (Tryptyr®, utilizado no tratamento
olftamologico), bem como outros farmacos derivados de produtos naturais estdo em
estagios clinicos finais para o provavel langamento (BUTLER et al., 2025). A revisdo
descrita por Uchiyama (2009) ilustra alguns trabalhos desenvolvidos na investigacao de

produtos naturais aplicaveis a quimioterapia da DC.

Revisodes recentes de Orosco e colaboradores (2024) e Sakyi e colaboradores (2025)

reafirmam a importancia de explorar os produtos naturais como fonte de inspiragdao para
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novos farmacos para tratar parasitoses humanas, devido a sua riqueza e versatilidade
estrutural (OROSCO; MENDOZA; MELENDEZ, 2024; SAKY] et al., 2025). Dentre as
principais classes estudadas, destacam-se os alcaloides, com énfase na amida natural
piperina, que apresentou atividade antiparasitaria, principalmente contra o 7. cruzi, bem
descrita na literatura por trabalhos denosso grupo de pesquisa (FERREIRA, WELISSON
S. et al, 2012; RIBEIRO, TATIANA SANTANA et al., 2004). E interessante ressaltar
que o trabalho de Domingo-Fernandez e colaboradores (2024) mostra uma evolugio
favoravel dos farmacos derivados de produtos naturais em relagdes aos farmacos
sintéticos nas fases pré-clinicas de desenvolvimento de novos medicamentos (da fase [ a
I1T), mesmo com menos derivados de produtos naturais chegando nestas etapas, devido a
menor toxicidade apresentada in vitro e in silico, o que apresenta um panorama muito
otimista para o desenvolvimento eficaz de novos farmacos derivados planejados a partir

de produtos naturais.
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Figura 8. Distribuicdo de todos os farmacos inseridos no mercado desde 1981 até 2020
(traduzido de NEWMAN & CRAGG, 2020).

1.3.1. Piperina como produto natural promissor para o desenvolvimento
de novos farmacos
Diferente de outros produtos naturais, a amida natural piperina pode ser encontrada
em diversas espécies do género Piper, porém, se manifesta em abundancia nos frutos da
Piper nigrum (conhecida popularmente no Brasil como “pimenta do reino” ou “pimenta

preta”), podendo ser extraida dos frutos secos com altos rendimentos, de até 7% (IKAN,
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1991; SEMLER; GROSS, 1988). Apesar de, no Brasil, ser usada como condimento, a
utilizagdo da P. nigrum na medicina popular da india ¢ amplamente difundida. Mesmo
ndo sendo uma planta nativa da flora brasileira, o Brasil tem uma grande parcela na
producao mundial de pimenta-do-reino, com um total de 51.739 toneladas colhidas em
cerca de 22.000 hectares de area cultivada em 2015 (IBGE,2017). A grande popularidade
deste condimento, bem como seu amplo uso em todas as regides do planeta, faz com que
a pimenta-do-reino seja atualmente uma commodity. Segundo dadosda FAO, a produgao
mundial de pimenta-do-reino, que em 2021 foi de cerca de 794 mil toneladas, esta
concentrada em apenas nove paises, entre os quais Vietna e Brasil se destacam como os

principais produtores mundiais com 288 e 118 mil toneladas do condimento,
respectivamente (FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2022).

O uso de matérias primas naturais e, principalmente, renovaveis no
desenvolvimento de novos farmacos é uma alternativa muito promissora, pois,
geralmente, ¢ possivel encontrar estruturas moleculares muito ricas e versateis, que
podem atuar como precursores fundamentais em sintese organica; como no caso da
piperina, que pode ser dividida em trés subunidades, todas elas passiveis de modificacdes
estruturais (Figura 9): o anel benzodioxola (subunidade 1), o espagador de cinco

carbonos, com duas insaturagdes (subunidade 2), além do anel piperidinico (subunidade
3) (FERREIRA, WELISSON S. et al., 2012; VELEZ, AFONSO et al., 2024).

Rend. ~7 %
PF.:128-132°C

Figura 9. (A) Sistema de extracdo com aparelho de Soxhlet; (B) Frutos secos da P.
nigrum; (C) Cristais de Piperina 7 obtidos a partir da recristalizagdo do extrato etandlico

utilizando etanol/agua (Adaptado de VELEZ et al., 2024).
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O trabalho de revisio de Carnevallia e Aratjo (2013) descreve a atividade
biolégica de extratos e Oleos essenciais de P. nigrum como anti-inflamatoria,
antioxidante, analgésica, fungicida e bactericida, ressaltando a importancia do principal
componente, a amida natural piperina, que ¢ a principal responsavel por essas atividades.
Além disso, a Piperina estd associada ao aumento dabiodisponibilidade de medicamentos
quando utilizada em tratamentos em associagdo, sendo uma das propriedades bioldgicas
mais interessantes dessa amida natural. H4 estudos tedricos que sugerem a interagdo da
piperina 7 com a CYP3A4, uma enzima associada ao metabolismo oxidativo de mais da
metade dos medicamentos e xenobidticos em humanos (JAYAKANTHAN ez al., 2010).
E relevante destacar que os resultados mostram a formago de um complexo estavel de
piperina e CYP3A4, sugerindo um mecanismo de interacdo seletiva com o CYP3A4, 0
que melhor explicaria o aumento da biodisponibilidade dos medicamentos quando

coadministrados com piperina (OLIVEIRA; ALENCAR - FILHO; VASCONCELLOS,
2014).

Outra propriedade da Piperina que merece destaque ¢ a atividade antiparasitaria,
especialmente contra 7. cruzi, L. donovani e L. amazonensis (FERREIRA, et al., 2012).
Esse conjunto de caracteristicas pode ser explorado para apoiar a utilizagdo dessa amida
natural, sozinha ou em combina¢do com outras moléculas e medicamentos bioativos, e,
até mesmo, na prepara¢do de derivados moleculares preservando suas caracteristicas
moleculares que a tornam especial para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para o tratamento de parasitoses, principalmente relacionados as doengas

tropicais negligenciadas (FERREIRA, C. et al, 2011; KAPIL, 1993; RIBEIRO,
TATIANA SANTANA et al., 2004).

Em um trabalho pioneiro de nosso grupo de pesquisa, a atividade tripanocida da
Piperina e de seus andlogos semissintéticos (por exemplo, 28-30, Figura 10) foi avaliada
contra as formas amastigota e epimastigota do 7. cruzi in vitro. Os resultados indicaram
um perfil de atividade promissor contra o 7. cruzi. As estruturas quimicas dos compostos
2, 28-30, bem como do farmaco de referéncia, benznidazol, sio mostradas na Figura 6,
juntamente com os respectivos valores de ECso calculados no estudo, indicados para cada
forma evolutiva do 7. cruzi (RIBEIRO, TATIANA SANTANA et al, 2004). Outras
investigacdes forneceram pistas valiosas sobre o mecanismo de agdo da piperina contra o
T. cruzi. Observou-se que o tratamento com o produto natural resultou na interrupgao

reversivel da citocinese do parasito, caracterizando a atividade tripanostatica da piperina.
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Nesse contexto, uma hipotese viavel € o rompimento domecanismo depolimerizagdo dos
microtubulos (FREIRE-DE-LIMA et al, 2008). No entanto, a presenga de varias
estruturas membranosas vacuoladas em parasitos tratados com concentragdes subletais de
piperina, observadas por imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET),

sugere que os efeitos de seu tratamento nao estdo restritos a apenas um mecanismo de

acdo contra o parasito.
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Figura 10. Estruturas quimicas e valores de ECso obtidos para a piperina e alguns

analogos estruturais (8, 9 e 10), além do medicamento de referéncia benznidazol 2 contra

as formas amastigota e epimastigota do 7. cruzi (cepa Y).

A estrutura quimica da piperina foi explorada no projeto de compostos potencialmente
bioativos, por meio de estratégias classicas de quimica medicinal, como o bioisosterismo
da funcao amida e a hibridacdo molecular. Foi sintetizada uma série de cloretos de 1,3.,4-
tiadiazolio-2-fenilamina (11-15, Figura 11) derivados de hibridos de piperina
(TAKOOREE et al., 2019). O projeto molecular dos novos compostos foi baseado na
atividade leishmanicida de uma série cindmica de cloretos de 1,3,4-tiadiazolio-2-

fenilamina descrita por Echevarria e colaboradores e nossos resultados com piperina
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contra o 7. cruzi (DASILVA et al., 2002). Como foi demonstrado anteriormente que a
por¢cdo 1,3-benzodioxole presente na piperina € importante para a atividade, ela foi
preservada na estrutura dos novos derivados planejados. Observou-se aumento da
atividade contra o 7. cruzi (cepa Y) em comparagdo com o prototipo natural. Os
compostos 11 e 13 foram capazes de inibir o crescimento do parasito, de forma ainda
mais eficaz do que o medicamento de referéncia, benznidazol, in vitro (DA SILVA
FERREIRA et al., 2008). A estrutura da piperina também foi explorada no projeto de
uma série de 1,2,4-triazdis-3-tidnicos (por exemplo, 14, 15, Figura 11). Essas estruturas
foram planejadas para empregar as duas estratégias de bioisosterismo e de hibridacao
molecular. O grupo 1,2,4-triazolina-tiona atua como um bioiséstero do grupo amida. A
estrutura quimica dos compostos 11-15 e os respectivos valores de ECso calculados para

diferentes formas evolutivas do 7. cruzi (cepa Y) sdo apresentados na Figura 11 (DA
SILVA FERREIRA et al., 2008).
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Figura 11. Estruturas quimicas e valores de ECso dos derivados de piperina (11-15)

contra as formas amastigota e epimastigota de 7. cruzi (cepa Y).
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1.4.Esterol 14a-demetilase (14DM)

No trabalho de Franklim e colaboradores (2013), mencionado anteriormente, foi
descrito o projeto deuma classe denovos derivados piperinicos baseados na amida natural
piperina, em que foi explorado o bioisosterismo da fun¢do amida da piperina com anéis
azolicos, gerando o nucleo 1,2,4-triazol-3-iona. Esse grupo farmacofoérico esta presente
na estrutura do antifingico protioconazol, um farmaco comercial disponivel para o
tratamento de infecg¢des fungicas, que atua inibindo a enzima CYP51 (esterol 14a-
demetilase), presente em organismos eucaridticos, como fungos e em alguns
tripanossomatideos, como o 7. cruzi, T. brucei e Leishmania spp(CHOI; PODUST;
ROUSH, 2014; LEPESHEVA et al., 2008). Os azdis dessa classe sao conhecidos como
inibidores da enzima que atua diretamente na biossintese do ergosterol, um lipidio
diretamente relacionado a manutengao estrutural das membranas do parasito. O bloqueio
daagdo dessa enzima impede a sintese de precursores essenciais, levando ao acumulo de
lipidios téxicos na membrana celular do parasito, comprometendo sua integridade e
impedindo a formagdo do ergosterol, esteroide fundamental para as caracteristicas fisicas
damembrana celular do parasito. Por esse motivo, a etapa de biossintese do ergosterol ¢
considerada um alvo bioquimico de grande importancia para o desenvolvimento denovos
farmacos contendo por¢des azoélicas para a DC. (FRANKLIM et al., 2013; KUMARI et
al., 2020; SOEIRO et al., 2013; SUETH-SANTIAGO et al., 2015; URBINA, 2009).

Diversos inibidores azolicos que exibem elevada poténcia in vitro demonstram
ineficadcia em modelos in vivo devido a capacidade adaptativa dos tripanossomatideos,
como Leishmania spp., de captar colesterol do hospedeiro e incorpora-lo a propria
membrana, compensando a inibicdo davia endogena de biossintese deergosterol. Estudos
mostram que o bloqueio da biossintese de esterdis por azdis, como cetoconazol e
miconazol, estimula significativamente a endocitose de LDL, permitindo que o colesterol
exogeno substitua parcialmente o ergosterol e mantenha a integridade de membrana e a
viabilidade celular, que pode ser observado em espécies de Leishmania spp., T. cruzie T.
brucei (ANDRADE-NETO etal., 2022; COPPENS; COURTOY, 1995; DUMOULIN et
al., 2022). Em contraste, quando o colesterol exdgeno ¢ removido, observa-se um
aumento expressivo da sensibilidade parasitaria aos azois (redugdo da ECso de
cetoconazol de 4,7 para 1,5 uM). Assim, a disponibilidade de colesterol do hospedeiro
atua como fator protetor que explica a discrepancia entre a alta atividade in vitro e a baixa

eficacia in vivo, o que € corroborado por estudos onde a inibicdo dacaptagdo decolesterol
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(como com ezetimibe) potencializa a acdo dos azdis e restaura a eficacia terapéutica
(ANDRADE-NETO et al., 2011, 2022; DE CICCO et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2013; SCALESE et al., 2024)

Embora os derivados piperinicos contendo nucleos azolicos, como as 1,2,4-triazol-
3-tionas descritas por Franklim e colaboradores (2013), representem uma estratégia
promissora ao explorarem o alvo enzimatico CYP51 e interferirem na biossintese do
ergosterol, a eficicia terapéutica desses compostos in vivo pode ser severamente limitada
pela capacidade dos tripanossomatideos de compensar o bloqueio da via enddgena por
meio da captacdo e incorporacdo de colesterol exdgeno proveniente do hospedeiro. Esse
mecanismo adaptativo permite que o parasito mantenha a integridade de sua membrana
celular, reduzindo o impacto letal dos inibidores azdlicos observados in vitro. Assim, o
sucesso futuro no desenvolvimento de agentes tripanocidas baseados em anéis azolicos
dependerando apenas da otimizacdo estrutural para interagdo com a CYP51, mas também
da consideracdo de abordagens combinatorias que impecam o acesso do parasito ao
colesterol do hospedeiro, potencializando a acdo dessas moléculas em condigdes

fisiologicas mais complexas.

1.5.Nitroimidazois

Embora os farmacos nitroheterociclicos utilizados no tratamento de doengas
parasitarias apresentem limitagdes notaveis — especialmente relacionadas a
citotoxicidade e a tolerabilidade —, eles continuam sendo parte essencial do atual
conjunto de ferramentas antiparasitarias. Apesar de sua eficacia limitada na fase cronica
da DC, o benznidazol continua sendo o tratamento preferencial, apresentando eficéacia
razoavel na fase aguda e em criangas. No entanto, sua toxicidade sistémica significativa
enfatiza a necessidade de otimizar os regimes de dosagem, explorar terapias combinadas
ou desenvolver novas aplicagdes e modificacdes moleculares com base nos fragmentos
biologicamente ativos presentes nessas moléculas (IVASIV, ALBERTINI, et al., 2019;
PAQUIN, REYES-MORENO, et al., 2021). Por outro lado, o fexinidazol marcou uma
nova era ao oferecer um regime oral de 10 dias para tripanossomiase africana humana —
tanto gambiense quanto rhodesiense — eliminando a necessidade de pung¢des lombares

em muitos casos € reduzindo o risco de efeitos adversos graves normalmente associados
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ao melarsoprol ou tratamentos injetaveis (BARBARAS et al., 2008b; SIJM et al., 2019;
WHO, 2023Db).

Ensaios clinicos publicados no The Lancet Global Health demonstraram alta eficacia
em pacientes com doenga leve a moderada, com apenas efeitos colaterais leves a
moderados, como nausea, dor de cabeca, insonia ou tremores, ¢ sem problemas de
seguranca inesperados (KANDE BETU KUMESU et al., 2022; WHO, 2023b). Portanto,
apesar de suas limitagdes, especialmente os efeitos colaterais do benznidazol, os
nitroheterociclos ainda s3o os Unicos medicamentos tripanocidas com eficacia
comprovada e opgoes acessiveis. Por fim, € essencial destacar que a introdugdo do
fexinidazol ¢ um passo vital: menos toxico, mais pratico e com potencial para gerar um
impacto significativo, especialmente em areas remotas e entre criangas vulneraveis.

Os nitroimidazoéis sdo uma classe de moléculas que apresentam em sua estrutura um
anel heterociclo de cinco membros, obrigatoriamente, com dois atomos de nitrogénio nas
posicdes 1 e 3, as demais posi¢cdes sdo compostas por carbonos sp?, apresentando um
grupo nitro ligado a posicdo 2, 4 ou 5. A historia dessa classe comecga quando o primeiro
nitroimidazol foiisolado e caracterizado a partir de uma fonte natural, a azomicina 16 (2-
nitroimidazol), um antibidtico natural de Streptomyces eurocidicus, na décadade 1950,
enquanto um grupo de cientistas analisava a atividade desse extrato contra Trichomonas
vaginalis (COSAR; JULOU, 1959; MULLER, 1999).

A utiliza¢do de nitroimidazois como agentes antiparasitarios merece grande atengao,
uma vez que o farmaco mais utilizado no tratamento da DC no mundo, o benznidazol,
possui, em sua estrutura, o grupo nitroimidazolico, grupo farmacoférico responsavel pela
atividade antichagasica (MULLER KRATZ, GARCIA BOURNISSEN, et al., 2018).
Com destaque importante, também para o megazol 17 e para o fexinidazol 3 (ambos 1-
metil-5-nitroimidazol), que tém grande potencial antichagasico, e para o metronidazol 18
(2-metil-5-nitroimidazol) para o tratamento de infec¢des causadas por protozoarios como
Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia e infeccdes bacterianas (BELTRAN-
HORTELANO et al., 2020; COSAR;JULOU, 1959; LEITSCH et al., 2012). A porcao
nitroimidazoélica € a principal unidade ativa dos farmacos apresentados na Figura 12,
caracterizando esse fragmento como uma subunidade fundamental na estrutura desse

conjunto.
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Figura 12. Farmacos que contém o nticleo nitroimidazol.

Acredita-se que os grupos nitroheterociclos, no geral, atuem principalmente
desestabilizando o equilibrio redox da célula do parasito, devido as sucessivas redugdes
intracelulares sofridas por esses grupos, por meio da a¢do das enzimas nitrorredutases
(NTRs) (Figura 13) (PATTERSON; WYLLIE, 2014a). Enzima presente em
tripanossomatideos que pode desempenhar o papel de "ativador de farmacos", o processo
de"ativacao" desses nitroheterociclos quando interagem com as NTRs, e pode atuar como
pro-farmacos, pois essa enzima catalisa essas nitroredugdes intracelulares, que geram
varias espécies reativas e toxicas, e intermediarios que geram espécies radicalares que
podem causar danos irreversiveis ao DNA do parasito, levando-o a um processo de
apoptose (EDWARDS, 1980; HALL; WILKINSON, 2012; PATTERSON; WYLLIE,
2014a; SMITH; EDWARDS, 1995; THOMAS; GWENIN, 2021). O mecanismo de acao
do medicamento benznidazol na célula do parasito envolve essas redugdes intracelulares
transportadas pela NTR do tipo I, gerando intermediarios instaveis de alta toxicidade. O
principal metabolito da redugao do benznidazol é o benznidazol-NH2 (que tem a mesma
estrutura do benznidazol, s6 que com o grupo nitro reduzido ao grupo amino), identificado
no organismo de pacientes chagasicos tratados com benznidazol, que pode causar
diretamente danos irreversiveis ao parasito ou ligar-se covalentemente a macromoléculas
importantes dentro da célula do parasito (PEREZ MONTILLA et al., 2023; TROCHINE
et al.,2014).
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Figura 13. Mecanismo de bioativagdo de compostos nitroimidazélicos mediada pelas
enzimas nitroredutases (NTRs). (A) O nifurtimox sofre duas redu¢des sequenciais
catalisadas pela NTRs, seguidas de abertura do anel para produzir um nitrilo toxico
insaturado de cadeia aberta. Tb, Trypanosoma brucei; Tc, Trypanosoma cruzi; (B) O
grupo nitro do benznidazol ¢ reduzido a hidroxilamina por agdo das NTRs.
Posteriormente, uma série de transformagdes ndo enzimaticas leva a um produto dihidro-

dihidroxi, que pode liberar glioxal (Traduzido de PATTERSON; WYLLIE, 2014).

Apesar de o benznidazol ser um farmaco consagrado hd décadas, seu mecanismo
de acdo ainda suscita discussdo quanto ao efeito tripanocida, pois ndo esta ligado a
geracdo de radicais livres (como o nifurtimox), mas atua reduzindo seus produtos
intracelulares e, por meio de ligagdes covalentes, ligando-se a macromoléculas, causando
danos irreversiveis, principalmente a0 DNA (TROCHINE et al., 2014). Edwards (1980)
discute o efeito toxico desses intermedidrios reativos de nitroimidazol sobre o DNA e
destaca suas curtas meias-vidas, algumas das quais sdo indetectaveis, com menos de um
segundo em alguns casos. Vale destacar também a formacdo de adutos entre o

nitroimidazol presente nos farmacos e fragmentos de proteinas de baixo peso molecular
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disponiveis, gerando metabolitos de dificil elimina¢do e de alta toxicidade contra o T.
cruzi, como evidenciado no trabalho de Trochine e colaboradores (2014). Esse processo

ilustra claramente um possivel mecanismo de agdo datoxicidadeseletiva do medicamento

benznidazol, bem como de outros medicamentos nitroimidazolicos.

A utilizagao de centros imidazolicos com diferentes posi¢des do grupo nitro ¢
interessante para investigar a relacdo entre os diferentes potenciais de redugdo de cada
espécie: 2-nitroimidazol (-418 mV), 4-nitroimidazol (-527 mV) e 5-nitroimidazol (-486
mV). Relacionando a atividade contra o parasito e o potencial de redugdo (aproximado)
de cada grupo nitroimidazolico, inicialmente, e avaliar a relevancia da posi¢ao do grupo
nitro no anel imidazol, considerando o ambiente bioldégico de agdo em questdo
(CHURCH; RABIN; LAISHLEY, 1990; KNOX; KNIGHT; EDWARDS, 1983; MAYA
et al., 2003; MORETH et al., 2010; SMITH; EDWARDS, 1995).

1.6.Succinato Desidrogenase (TcSDH)

A succinato desidrogenase (também conhecida como complexo II da cadeia
respiratoria mitocondrial, ou succinato:ubiquinona redutase) desempenha um papel
fundamental no metabolismo energético, atuando entre o ciclo do 4cido citrico e a cadeia
transportadora de elétrons (MORALES et al., 2009). O mecanismo da SDH se baseia na
oxidacdo dosuccinato a fumarato, etapa que envolve a transferéncia deum par de elétrons
para o cofatorflavina adenina dinucleotideo, seguida da passagem de elétrons até o sitio
daubiquinona (NIHASHI et al., 2016). Em mamiferos, esse processo ¢ mediado por um
complexo tetramérico conservado (SDHI1-SDH4), enquanto nos tripanossomatideos,
como Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, a enzima apresenta diferengas
estruturais relevantes e adaptagdes metabolicas especificas as condigdes e a vida
parasitaria (HARADA et al., 2013). Em T. cruzi, a SDH ¢ um complexo mitocondrial
expandido, composto por 12 subunidades, incluindo uma subunidade Ip heterodimérica
(SDH2N/SDH2C), responsavel por uma conformacao inédita e um sitio da ubiquinona
modificado, que resulta em baixa sensibilidade a inibidores classicos e alta seletividade
para compostos especificos (MORALES et al,, 2009; NIHASHI et al, 2016). Essa
enzima ¢ fundamental para a sobrevivéncia das formas intracelulares de 7. cruzi

(amastigotas), que sdo altamente dependentes da oxidacdo de substratos como prolina,
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glutamato e succinato; a inibicdo da SDH reduz consideravelmente a sintese de ATP,
debilitando o parasito, podendo levar a morte celular, evidenciando sua essencialidade
metabolica (ALENCAR et al, 2025). Em T. brucei, observa-se uma modulagdo na
dependéncia da SDH de acordo com a forma evolutiva e as condic¢des, devido a grande
plasticidade de seu metabolismo. Nas formas prociclicas (formas encontradas no inseto
vetor) a SDH se mostra plenamente funcional e essencial para o crescimento e
sobrevivéncia, sendo indispensavel na etapa da fosforilagdo oxidativa, j4 nas formas
metaciclicas “bloodstream” a SDH ¢ praticamente inativa, contribuindo em muito pouco
para o metabolismo energético, modulando sua fungao sendo quase que exclusivamente

redox, e ndo mais energética (BESTEIRO et al., 2005).

A validagdo da TcSDH como um alvo terapéutico para o 7. cruzi se d
principalmente, pelas diferencas estruturais marcantes em relagdo a enzima homologa de
mamiferos, e sua fungdo essencial energética mitocondrial. O trabalho de Nihashi e
colaboradores (2016) demonstra que o complexo II de 7. cruzi e de outros
tripanossomatideos apresentaram baixa sensibilidade aos inibidores cldssicos do
complexo II de mamiferos (como malonato, Atpenina AS5), porém se mostraram
suscetiveis a compostos quindnicos, como a siccanina, inicialmente utilizado como
fungicida e inibidor seletivo da SDH em tripanossomatideos com altissima seletividade
em modelo de L. tarentolae. O mecanismo de a¢do desse composto envolve a inibicao
competitiva e mistra no sitio da ubiquinona, bloqueando o fluxo de elétrons entre o
FADH2 e a ubiquinona, e consequentemente interrompendo a cadeia respiratoria.
Adicionalmente, ¢ relevante ressaltar que a siccanina inibiu o crescimento in vivo de 7.
cruzi, T. brucei e Leishmania donovani em concentragdes razoaveis, evidenciando
atividade antiparasitaria de amplo espectro. Com tudo discutido até aqui, esses resultados
evidenciam que a TcSDH ¢ um alvo promissor para ser explorado na terapia de 7. cruzi,
bem como de outros tripanossomatideos, pois se mostra um ponto de vulnerabilidade

metabolica em comum a esses parasitos.

1.7. Estratégias de Modificacoes Estruturais

Sabendo a complexidade de realizar modificagdes estruturais efetivas na sintese de

novos farmacos, estratégias de planejamento molecular, como a hibridizagdo molecular,
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dimerizagdo de grupo farmacoforico e o bioisosterismo, se apresentam como ferramentas
fundamentais para o quimico medicinal. O bioisosterismo ¢ uma estratégia de otimizacao
molecular, baseada na troca de determinados fragmentos moleculares, sem perda de
atividade do farmaco, fazendo apenas a modula¢ao de propriedades farmacocinéticas,
como o aumento da absor¢ao do farmaco, otimizacdo de sua distribui¢do no organismo,
além de seu metabolismo e eliminagdo (BARREIRO & FRAGA 2008). O emprego desta
abordagem exige um claro entendimento dos parametros fisico-quimicos, eletronicos e
quimicos envolvidos na troca bioisostérica planejada; Lima e Barreiro (2005) descrevem
os principais fatores a se levar em consideragdo para se lograr €xito em uma proposta de
otimizacdo de farmacos utilizando o bioisosterismo: tamanho e volume molecular; grau
de solubilidade dos compostos bioisostéricos; reatividade quimica dos grupos funcionais

ou subunidades bioisostéricas, além de fatores conformacionais.

1.7.1. Hibrida¢ao molecular

Sabendo a complexidade de realizar modificagdes estruturais eficazes na sintese de
novos farmacos, estratégias de planejamento molecular, como a hibrida¢do molecular e o
bioisosterismo, sdo ferramentas fundamentais para o quimico medicinal na etapa de

concepcao de uma nova entidade quimica bioativa.

A hibridacdo molecular ¢ uma estratégia que se baseia de planejamento racional de
farmacos, tendo como objetivo a homologagdo de fragmentos farmacoféricos (bioativos)
de duas ou mais substancias em uma mesma entidade quimica. A hibrida¢do pode ser
sinérgica (farmaco-farmaco), quando se unem de forma covalentes os fragmentos
farmacoforicos de um determinado farmaco, ou até substancias inteiras, que apresentem
a mesma atividade farmacologica por vias distintas; ja a hibrida¢do de dupla acdo ou
simbidtica, consiste na juncdo de farmacos ou grupos farmacoféricos com atividades
biologicas distintas, mas com o intuito de tratar uma mesma enfermidade através de
diferentes alvos bioquimicos (ARAUJO etal., 2015; BARREIRO, E. J.; FRAGA, 2008;
CLAUDIO VIEGAS-JUNIOR; ELIEZER J. BARREIRO; CARLOS ALBERTO
MANSSOUR FRAGA, 2007). Os resultados quanto a atividade farmacoldgica, poténcia
e outros fatoresrelacionados aos novos hibridos gerados, podem ser diversos e até mesmo

de dificil previsao, sendo que o aumento da atividade farmacoldgica, geralmente, ¢ o
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resultado desejado de uma hibridagdo molecular exitosa. A estratégia de hibridagio
molecular, somada ao conhecimento dos alvos bioquimicos, com os quais se deseja
interagir, além do conhecimento do perfil celular do hospedeiro ¢ do parasito, sdo

ferramentas fundamentais no desenvolvimento de farmacos antiparasitarios (TYAGI et

al., 2013).

1.7.2. Dimerizacdo de grupo farmacoforico

A dimerizagdo de um composto ativo, ou de apenas uma fracdo de uma unidade
estrutural responsavel por sua atividade, ¢ uma estratégia de planejamento molecular que
geralmente resulta em uma interacdo aumentada, com propriedades farmacologicas
aprimoradas. Essa melhoria na poténcia ¢ atribuida a uma maior concentragao de
farmacoforos proximos aos locais de interacdo molecular no ambiente bioldgico
(PAQUIN; REYES-MORENO; BERUBE, 2021). Essa estratégia ¢ usada na quimica
medicinal para o desenvolvimento de novas moléculas bioativas sintéticas, além de ser
possivel encontrar estruturas diméricas biologicamente ativas na natureza (BERUBE,
2005; VOLOSHCHUK, FARINA). Alguns trabalhos, inclusive, realizam dimeriza¢ao de
produtos naturais, como o exemplo do trabalho de Mott e colaboradores (2013), onde foi
realizada a dimerizacdo da artemisinina, que demonstrou eficicia em experimentos in
vivo contra o Plasmodium berghei, utilizando o farmaco de referéncia Arteméter (farmaco
que ¢ utilizado em associacdo com o farmaco Lumefantrina no tratamento de malaria),
possivelmente por ter apresentado propriedades fisico-quimicas aprimoradas. Essa
abordagem apresenta resultados interessantes na criagdo de dimeros com potencial
antiparasitario, como no trabalho de Barbaras e colaboradores (2008), no qual foi descrita
a atividade promissora de dimeros sintéticos de nostocarbolina contra Trypanosoma
brucei, Leishmania donovani, T. cruzi e Plasmodium falciparum (Figura 14). Assim
como desenvolvido no trabalho de Sijm e colaboradores (2019), em que se descritam os
dimeros de fenilpirazolona como uma nova classe promissora de compostos com
atividade anti-7. cruzi (Figura 14). No trabalho de Vlahakis e colaboradores (2011), foi
avaliada a sintese de dimeros de sais imidazoéis, que frente ao P. falciparum, foi observado
que os compostos que contém dois anéis de imidazois carregados (mas ndo anéis de
imidazol) apresentaram atividade muito promissora e altissimas seletividades em modelo

de malaria murina (Figura 14). Neste trabalho, ressalta-se o espagamento minimo entre
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os anéis imidazdis, o que demanda longas cadeias espacadoras, de mais de oito atomos
de carbono, necessarias tanto para a seletividade quanto para a poténcia dos compostos.
E possivel encontrar muitos trabalhos que utilizam essa abordagem também na
quimioterapia de alguns tipos de cancer, doengas infecciosas, parasitarias e bacterianas,
e do HIV, apresentando resultados muito interessantes ¢ promissores (BERUBE, 2005;
CHOW, CHAN, 2009; JEYADEVAN, BRAY, et al., 2004; KERNS, RYBAK, et al.,
2003).
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Figura 14. Estruturas quimicas de compostos diméricos e seus valores de atividade

biologica (19-24).

1.8.Interacdo com a HSA

A albumina sérica humana (HSA) ¢ a principal e a mais abundante proteina
plasmatica, desempenhando papel crucial na farmacocinética e farmacodindmica dos

farmacos no organismo. Sendo responsavel por armazenar e transportar farmacos (e
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outros tipos de substancias endogenas e exdgenas) na corrente sanguinea, atuando
diretamente no transporte, absor¢do, metabolismo, distribuicao e excre¢ao de farmacos,
influenciando significativamente sua eficacia terapéutica. Além disso, sua relevancia
decorre do conceito de “farmaco livre”, segundo o qual apenas a fragdo nao ligada a HSA
¢ capaz de atravessar membranas biologicas, alcangar o sitio-alvo e exercer efeito
terap€utico; porém, para isso, essa estrutura deve ser carreada pela corrente sanguinea até
o sitio onde o farmaco vai atuar. Dessa forma, o estudo da interagdo entre compostos
bioativos e a HSA mostra-se essencial para compreender e prever o comportamento de
candidatos a farmaco em um organismo vivo. Uma interacdo muito forte do farmaco com
a albumina ¢ indesejavel, pois pode reduzir a concentragdo da fracdo do composto livre
na corrente sanguinea, limitando a eficacia imediata, enquanto uma ligacdo moderada ¢
mais favoravel e pode, além de prolongar a meia-vida, estabilizar os niveis plasmaticos,
influenciando diretamente no regime de concentracdo ¢ dosagem a ser administrado
contribuindo para a seguranga terapéutica. Além disso, alteragdes fisiologicas ou
interagdes medicamentosas desfavoraveis que modifiquem a ligagdo com a HSA podem
causar variagdes significativas na disponibilidade e na toxicidade dos farmacos. Por isso,
a caracterizacao dessas interagdes € um passo indispensavel no desenvolvimento racional
de novos candidatos a farmacos, contribuindo para a otimizacdo de seus perfis
farmacocinético e farmacodindmico, fornecendo a possibilidade de abordagens mais
seguras e eficientes, em etapas prévias ao ensaios in vivo (THOMAS-BROWN;
RUDDOCK; GOSSELL-WILLIAMS, 2023; YAMASAKI et al., 2013; ZHAO, 2025;
ZHENG et al., 2024).

2. JUSTIFICATIVAS

A érea de desenvolvimento de farmacos na industria farmacéutica ¢ um campo em
pleno crescimento, no qual, ano apds ano, os investimentos aumentam, assim como 0s
gastos em propaganda. Porém, essa seara ndo contempla o desenvolvimento de novas
terapias para doencas infecciosas ainda muito prevalentes em locais marginalizados de
paises em desenvolvimento. Nesse contexto, as doencgas parasitarias ocupam lugar de
destaque, uma vez que a busca por farmacos antiparasitarios nao figura entre as vinte
principais classes terapéuticas que recebem grandes investimentos das grandes

companhias farmacéuticas multinacionais do principal mercado mundial (IQVIA, 2020).
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Dessa forma, a pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos antiparasitarios ¢
fundamental, uma vez que essas doengas matam e debilitam severamente milhares de

pessoas em situacdo de vulnerabilidade econdmica, todos os anos, em paises onde essas

parasitoses sdao endémicas (WHO, 2023a).

As doengas causadas por protozodrios tripanossomatideos afetam vitimas e, até o
momento, ndo contam com tratamentos adequados que garantam o bem-estar e a
seguranca do paciente durante os longos periodos de tratamento. S3o consideradas
Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs), que sdo doengas que ndo possuem a atencao
devida das industrias farmacéuticas, além de se apresentarem endémicas em areas rurais
e em bolsdes de pobreza em paises em desenvolvimento. Presente majoritariamente no
continente Americano, a doenga de Chagas (tripanossomiase americana), causada pelo
Trypanosoma cruzi, afeta mais de 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, e no ano de
2020 foi responsavel pela morte de mais de 4 mil pessoas no Brasil (WHO, 2023a). No
continente africano, a doenca do sono (Tripanossomiase Humana Africana), causada pelo
Trypanosoma brucei, ¢ um problema atual, visto a fatalidade desta doencga se ndo tratada
no inicio de seus sintomas, no continente Africano mais de 55 milhdes de pessoas vivem
expostos em areas endémicas em situacdo derisco real de infeccao(WHO, 2023b). Fica
evidente o perigo iminente dessas doencas no cenario mundial, o que destaca a
necessidade de focar nossos esforgos no desenvolvimento denovas formas de tratamentos
mais eficientes e menos invasivos ¢ de maior seguranga para a populagao infectadae para

os individuos que se encontram em areas endémicas.

A utilizacdo de produtos naturais, como o exemplo da amida natural piperina como
estrutura base para a concepcao de novas entidades ativas, com a homologacao de grupos
farmacoforicos heterociclicos em sua estrutura como 1,3,4-oxadiaz6l-2-tiol(DA SILVA
FERREIRA, 2014), e mais especificamente o 1,2,4-triazol-3-tiona(FRANKLIM et al.,
2013), entre outros que servem de base para o ancoramento de novas unidades ativas
numa mesma molécula, gerando um numero interessante de possibilidades de
modifica¢des estruturais. Além de explorar, com diferentes abordagens de planejamento
molecular, a utilizagdo denitro-heterociclos, mais especificamente os nitroimidazois, que
por muitos anos foi uma classe estigmatizada pelos recorrentes efeitos adversos quando
ministrado aos pacientes. Esses grupos farmacoféricos nitroimidazélicos sdo de
fundamental importancia nas terapias atualmente utilizadas para o tratamento de

diferentes doengas parasitarias, que, apesar da baixa eficacia, s3o uma das poucas que
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ainda conseguem ter &xito em alguma etapa do tratamento. Esse estudo visa trazer a luz
um melhor entendimento do seu funcionamento frente aos diferentes parasitos e
hospedeiros, em diferentes abordagens, a fim de promover um melhoramento em sua
aplicagdo nas estruturas de novos candidatos a farmacos, ajudando a desmistificar sua

aplicacdo no desenvolvimento de novos candidatos a protdtipos de moléculas com

atividade contra doencas infecciosas.

3. OBJETIVOS
Os objetivos principais dotrabalho sdo a sintese deuma série de hibridos piperina -
nitroimidazois, além da sintese de uma série dimérica de derivados diméricos N-
alquilados de 2-nitroimidazol, ambos com potencial antiparasitario, cuja atividade
biologica sera avaliada frente a diferentes parasitos e modelos celulares, com o objetivo

de validar as abordagens de planejamento molecular escolhidas nesse trabalho.

Dentre os objetivos especificos do Capitulo 1, destacam-se:

e Sintetizar as moléculas propostas;

e Analisar de pureza (CCD, CG e LC) e a completa caracterizacdo de todos os
produtos das respectivas séries planejadas, bem como seus intermediarios através
das principais técnicas de andlise organica (FTIR, Cristalografia de Raio X, RMN
'"H, RMN !3C e espectrometria de massas) para confirmacao de suas respectivas
estruturas;

e Realizar a avaliagdo de seu perfil de atividade antiparasitaria contra as formas
amastigota e epimastigota do 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ),

e Realizar a avaliacdo de seu perfil de atividade antiparasitaria contra o 7. brucei

e Realizar a avaliacao da citotoxicidade frente a diferentes modelos celulares de
células de mamiferos, incluindo células primarias de camundongos;

e Realizar o estudo in silico da série hibrida frente a provaveis alvos moleculares
presentes em tripanossomatideos, como a Succinato Desidrogenase (TcSDH) e a
esterol 14a-demetilase (14DM);

e Realizar o estudo de interacdo do derivado mais ativo da série hibrida com a

albumina sérica humana ASH;
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Dentre os objetivos especificos do Capitulo 2, destacam-se:
Realizar o planejamento in silico da série dimérica frente & enzima Nitroredutase
do Tipo 1 (TcNTR), para compreender melhor a bioativagdo dos grupos

farmacoforicos 2-nitroimidazoélicos presentes em suas estruturas.

Sintetizar as moléculas propostas;

Analisar de pureza (CCD e LC) e a completa caracterizagdo de todos os produtos
das respectivas séries planejadas, bem como seus intermedidrios através das
principais técnicas de andlise organica (RMN 'H, RMN 3C e espectrometria de
massas) para confirmagao de suas respectivas estruturas;

Realizar a avaliacdo de seu perfil de atividade antiparasitaria contra as formas
amastigota e epimastigota do 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ);

Realizar a avaliagdo de seu perfil de atividade antiparasitaria contra o 7. brucei,
Realizar a avaliacdo da citotoxicidade frente a diferentes modelos celulares de

células de mamiferos;
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CAPITULO 1

Hibridiza¢do molecular no projeto e sintese de 1,2,4-triazol-3-tioalquil-
nitroimidazois derivados da piperina natural com um perfil
tripanocida melhorado e de amplo espectro

= a3
Piper nigrum &
o N-NH o) —\
| " N
<OWO <o]©/\/\/LN>:$ - ©/\NJ\/N‘
:D N |
o) Piperina 0 O Benznidazol e
T. cruzi Clsy: 18,07 pM (IS = 6,47) 1,2,4-triazol-3-tiona T. cruzi Cl,: 1,84 uM
T. b. brucei Cly,: 26,16 pM derivado da piperina i
T. cruzi Clgy: 11,04 gM(IS = 3,07) ;'zgng:r"
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T. cruzi Clgy: 0,20 pM (SI = 137,2) T. cruzi Clsy: 0,38 pM (IS > 526,31)
T. b. brucei Cls,: 0,20 M T. b. brucei Clsy: 1,21 pM

Resumo

Dez novos hibridos derivados de 1,2,4-triazol-3-tiona da amida natural piperina,
incorporando nucleos de nitroimidazol encontrados em farmacos clinicamente utilizados
no tratamento de doencas causadas por tripanossomatideos, foram projetados,
sintetizados e estruturalmente caracterizados. Até o momento, ndo ha tratamento eficaz
para a doenca de Chagas, uma doenga tropical negligenciada significativa, endémica
principalmente em paises em desenvolvimento da América do Sul, e para a
tripanossomiase humana africana (HAT), comumente conhecida como doenga do sono,
prevalente na Africa, afetando mais de 55 milhdes de pessoas em areas endémicas.
Considerando a necessidade de novos compostos com potencial terapéutico para doengas
negligenciadas, este trabalho visa ao desenvolvimento de farmacos com atividade
tripanocida de amplo espectro. A aplica¢do da estratégia de modificagdo molecular e das
metodologias desenvolvidas neste estudo facilitou as etapas sintéticas para a obtencao de
dez novas moléculas: hibridos de 1,2,4-triazol-3-tioalquil-nitroimidazol. Esses hibridos

exploram diferentes posi¢des do grupo nitro no anel imidazol e apresentam comprimentos
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decadeia alquilica variaveis. Eles demonstraram atividade promissora contra amastigotas
e epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuen, C2C4 LacZ) e tripomastigotas
“bloodstream” de Trypanosoma brucei (T. b. brucei 427), além de apresentarem baixa
toxicidade em modelos celulares de mamiferos. O hibrido H2 apresenta atividade
superior a dos farmacos dereferéncia, benznidazol e fexinidazol, para a doenca de Chagas
e a HAT, respectivamente, com notavel seletividade e alta poténcia (valores de ICso
inferiores de 1,0 uM). Célculos de docagem molecular foram conduzidos em modelos
enzimaticos de TcSDH e de 14DM confirmando tedricamente a capacidade inibitoria da

nova série de ligantes hibridos.

Palavras-chave: Hibridos semissintéticos; ensaio in vitro; S-alquilagdo; doenga de

Chagas; doenga do sono.

1. Planejamento molecular de hibridos piperina-nitroimidazol

Neste capitulo foi aplicada a estratégia de hibridagdo molecular para a concepgao
de novas entidades quimicas biologicamente ativas. A utilizagdo dederivados piperinicos
1,2,4-triazol-3-tionas da seguimento aos trabalhos de Franklim e colaboradores (2013) e
Da Silva Ferreira (2014), onde ficou evidente que a conjugacdo de grupos farmacoforicos
heterociclicos nitrogenados na estrutura base da amida natural piperina € benéfica para a
atividade antiparasitaria. O planejamento da série hibrida se baseia estruturalmente e faz
o uso do composto 1,2,4-triazol-3-tiona derivado da piperina 1 (disponivel na quimioteca
do LaQuiMed-UFRRJ), que foi escolhido por apresentar o melhor perfil de atividade
antiparasitaria (dentro de sua série original), homologando a sua estrutura base grupos
nitroimidazolicos presentes em farmacos antiparasitarios comerciais, a fim de somar seus
diferentes perfis de interagdo no interior da célula do parasito, a fim de potencializar seu

perfil de atividade (Figura 1).
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Figura 1. Planejamento dos hibridos piperina-nitroimidazol partindo da amida natural
piperina e o grupo farmacoforico do farmaco utilizado como tratamento padrdo para
doenca de chagas, o benznidazol, além do grupo triazol importante conector dessas

porcaes.

A utilizagao da estratégia de hibridizagdo molecular envolvendo o grupamento
azolico, desse derivado da piperina, que ¢ um potencial inibidor da enzima CYP51, que
atua bloqueando a biossintese delipideos fundamentais para o funcionamento do parasito
pode ndo ser de grande importancia num primeiro momento. Pois tendo conhecimento
das limitagdes da utilizagao dos inibidores azolicos como principal alvo bioquimico, uma
vez que apresentavam resultados excelentes in vifro mas sem 0 mesmo Sucesso in vivo, €
que pode ser explicado devido ao mecanismo adaptativo de compensagdo dos
tripanossomatideos, que apresentam uma plasticidade metabdlica impar, que em modelos
in vivo, ao terem sua via metabolica de sintese de esterdis bloqueada, absorve lipidios
exogenos do hospedeiro (comportamento observado em 7. cruzi, T. brucei e Leishmania
spp.J(ALCANTARA et al, 2025; ANDRADE-NETO et al, 2011; COPPENS;
COURTOY, 1995; DE CICCO etal., 2012; DIXON; GINGER; WILLIAMSON, 1972).

Exercendo a via de captacdo de esterol exdgeno, o parasito sobrevive, porém fica
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extremamente debilitado, com alteragdes principalmente nas membranas celulares e
mitocondriais, gerando um processo de estresse celular, levando o parasito a uma
hipersensibilidade. Adicionalmente, autores descreverem a diminui¢do da viruléncia em
modelos de infec¢ao de camundongos por variagdes mutantes de L. major, que nao
expressavam a STM (esterol 24-C-metiltransferase, enzima que desempenha um papel
muito importante na sintese de esterois, especialmente o ergosterol) (ANDRADE-NETO
et al., 2022; DUMOULIN etal., 2022; MUKHERIJEE et al., 2019, 2020; PRADHAN et
al., 2025). Trabalhos da literatura mostram que estratégias de terapias combinatorias
frente a esses parasitos utilizando azois em combina¢des com outros farmacos se
mostraram promissores, inclusive in vivo em modelos de infec¢do murinos em fase aguda.
Os trabalhos de Cunha e colaboradores (2019, 2022) mostram, em um modelo de infec¢ao
in vivo em cdes, que o tratamento em combina¢do de benznidazol e itraconazol mostrou
reducdes de parastemia, inflamagdo, fibrose e mortalidade na fase aguda e, na fase
cronica, reducdo da carga parasitaria e das lesdes cardiacas em animais tratados,
melhorando assim sua condicao clinica e prognostico. Apesar de nao ter ocorrido a cura
parasitologica total, esta estratégia mostra-se vidvel e promissora ao combinar terapia
com inibidores azolicos e nitroimidazo6is. Com base nos dados até aqui discutidos, a
estratégia de hibridagdo molecular desses azois com nitroimidazdis de conhecida
atividade antiparasitdria ¢ interessante e¢ promissora. Esta abordagem resultaria em
ataques combinados em mais de uma via metabolica do parasito, reduzindo a
possibilidade de reversao de danos em duas vias metabolicas distintas e somando o efeito
toxico dos nitroimidazois ao estresse metabdlico que os azois gerariam. A possibilidade
de incluir mais de um farmacoforo numa unica estrutura hibrida, permitiria entregar duas
acOes frente ao parasito, evitando assim problemas de farmacocinética e de interagdes
medicamentosas, que podem ser fatores limitantes no caso detratamentos com associagao
de farmacos, havendo ainda a possibilidade de diminuicao de tempo de tratamento, além

da diminuicao de doses.

A hibridacdo envolvera a S-alquilagdo do nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona com
diferentes nticleos nitroimidazolicos adequadamente funcionalizados. Nessa etapa, serdo
exploradas a interferéncia da posi¢ao do grupo nitro no anel imidazoélico e a influéncia do
numero de metilenos espacadores entre essas unidades ativas. A selecdo de centros
nitroimidazolicos com posi¢des variadas para o grupo nitro busca investigar a relagdo de

seus diferentes potenciais de redugdo e potencial atividade antiparasitaria (CHURCH,
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RABIN, et al., 1990; KNOX, KNIGHT, et al., 1983; MAYA, BOLLO, et al., 2003;
MORETH, ORNELAS, et al., 2010);. Assim, o objetivo ¢ aumentar o potencial
terapéutico desta série de hibridos, permitindo-lhes atingir multiplas vias bioquimicas
contra 7. cruzi e T. brucei, minimizando também a probabilidade de esses parasitas
desenvolverem resisténcia ao tratamento. Entre os principais objetivos deste capitulo
estdo a sintese ¢ a caracterizagcdo estrutural de uma nova série de hibridos e a avaliagao
dos seus perfis de toxicidade e atividade antiparasitaria contra as formas amastigota e
epimastigota de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ) e tripomastigotas “bloodstream” de
T. brucei (T. b. brucei 427), bem como a realizacdo de ensaios de citotoxicidade em
modelos celulares de mamiferos. Adicionalmente, célculos de docking molecular foram
realizados em alvos parasitarios viaveis para fornecer insights sobre a capacidade
inibitéria da nova série de hibridos. Por fim, como caracterizagdo farmacocinética
preliminar do hibrido antiparasitario mais ativo identificado, sua interagdo com a
albumina sérica humana (HSA, a principal proteina globular responsavel pela
biodistribuicdo de compostos enddgenos e exdgenos na corrente sanguinea humana) foi
caracterizada biofisicamente por meio de espectroscopia UV-Vis, dicroismo circular,
estado estacionario e medidas de fluorescéncia resolvidas no tempo, combinadas com

calculos de encaixe molecular.

A estratégia sintética desenvolvida neste trabalho envolve o acoplamento de grupos
farmacoforicos nitroimidazois, reconhecidos por sua atividade contra diversas infecgdes
parasitarias (PATTERSON; WYLLIE, 2014a), no composto 2, que contém um derivado
1,2,4-triazol-3-tiona (Figura 1). Este derivado foi preparado utilizando a metodologia
sintética descrita na pesquisa de Franklim, que levou a criagdo de uma série promissora

de derivados biologicamente ativos contra 7. cruzi a partir da amida natural piperina
(Figura 2) (ANG et al., 2017a; FRANKLIM et al., 2013).

O acoplamento foirealizado por meio de uma estratégia de hibridizacdo molecular
envolvendo reacdes de S-alquilagdo entre o nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona e agentes
alquilantes contendo por¢des nitroimidazodlicas, empregando uma abordagem Sn2.
Variando as posi¢cdes do grupo nitro nos anéis imidazolicos e o nimero de carbonos
metilenicos que separam essas porgdes biologicamente ativas, um perfil de relacdo
estrutura-atividade pode ser estabelecido para esta série denovos hibridos. Portanto, essas
novas entidades hibridas podem atuar contra o parasita por meio de multiplos mecanismos

de agdo contra 7. cruzi, simultaneamente, o que impede o desenvolvimento de resisténcia
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do parasita a esta estratégia de tratamento (BAHIA et al, 2016; CLAUDIO VIEGAS-
JUNIOR; ELIEZER J. BARREIRO; CARLOS ALBERTO MANSSOUR FRAGA,

200 )'
:©/\/\)‘\ :©/\/\/“\

Plperlna
1,2,4-tr|azol -3-tiona

derivado da piperina

Condigdes reacionais. (a) KOH etanolico, refluxo; HCl até pH 3,0 (80%); (b) (COCI),, 30 min;
(c)NH,NH,.H,0,CH,Cl,, 0°C até t.a. (71%); (d) Isotiocianato de ciclohexila, etanol, MO, 30 min
(91%); (e) NaOH aquoso, MO, 30 min.; entdo acidificacio com HCl aquoso até pH 3,0 (91%).

Figura 2. Esquema de sintese do derivado piperinico 1,2,4-triazol-3-tiona 2 usando a

metodologia desenvolvida por Franklim (2013)(FRANKLIM et al., 2013).

Como representado na Figura 2, a hidrdlise basica da amida natural foi realizada
com uma solucdo etandlica de KOH a temperatura ambiente, seguida da preparagdo
subsequente da fracdo de hidrazina a partir do acido pipérico, utilizando o respectivo
cloreto de 4cido como intermediario. A preparagdo do cloreto de acila ocorre por meio da
rea¢do do acido piperico com o cloreto de oxalila, a temperatura ambiente e sem solvente.
E necessario ativar a carboxila do acido, pois ele ndo possui eletrofilicidade suficiente
para sofrer ataque nucleofilico por um 4tomo de nitrogénio da hidrazina. Nesta etapa,
Franklim (2013) descreve a adicdo inversa de uma solug@o de cloreto de acila em DCM
anidro sobre um excesso (10-20x) de hidrazina monohidratada. Este procedimento € vital
devido ao risco de formagao de um dimero, resultante da reagdo de cada atomo de
nitrogénio da mesma molécula de hidrazina com duas moléculas de cloreto de acila. A
hidrazida reage entdo com o isotiocianato de ciclohexila em meio bésico, gerando o
intermediario aciclico, que, sob refluxo de micro-ondas, sofre ciclizagdo em meio bésico.
Todas estas etapas estdo detalhadas no trabalho publicado por Franklim e colaboradores

(2013) (FRANKLIM et al., 2013).

A etapa planejada de S-alquilagdo baseou-se em adaptagdes das metodologias descritas
por EI-Emam e colaboradores (2014) (EL-EMAM, AL-ABDULLAH, et al., 2014) e por
El-Ashry e colaboradores (2006) (EL ASHRY, KASSEM, et al., 2006), ambas

empregando um solvente polar e um meio basico. Observou-se que, nas condicdes de
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reagdo empregadas, o S-alquilacio ¢ o processo predominante em ambas as metodologias,

tanto com de brometos de alquila quanto com o iodetos de alquila (Figura 3).

N
<O X N aoub
0 O O i \

1,2,4-triazol-3-tiona
derivado da piperina X= Brou |

H1 - n=1; W=H; Y=CHs; Z= NO,
H2- n=1; W=H; Y=NO,; Z=H

H3 - n=1; W=NO,; Y=CHs; Z=H
H4 - n=1; W=NO,; Y=H; Z=H
H5 - n=2; W=H; Y=NO,; Z=H
H6 - n=2; W=NO,; Y=CHs; Z=H
H7 - n=2; W=NO,; Y=H; Z=H
H8 - n=3; W=H; Y=NO,; Z=H
H9 - n=3; W=NO,; Y H

H10 - n=3; W=NO,; Y=H; Z

Condi¢des reacionais: (a) DMF, K,COs, agente alquilante (X=1), 24 h, t.a., (63%); (b) etanol,
TEA, agente alquilante (X= Br), 6 h, refluxo, (30-55%).

Figura 3. Metodologia de sintese dos hibridos H1-H10.

2. Preparacio dos alquilantes nitroimidazolicos 5-14

Os intermediarios 5-14 foram projetados de modo que houvesse uma ancoragem
pratica do grupo nitroimidazol ao enxofre do anel 1,2,4-triazol-3-tiona, na etapa
subsequente, por meio de uma S-alquilacdo (Sn2), variando entre 2 e 4 carbonos do
tamanho da cadeia de metileno que separa esses grupos farmacoforicos. Os grupos
nitroimidazolicos usados para preparar os agentes alquilantes 5-14 foram obtidos a partir
de 2-nitro-1H-imidazol, 4-nitro-1H-imidazol e 2-metil-4(5)-nitro-1H-imidazol, sendo N-
alquilados por meio de uma metodologia SN2 simples, utilizando agentes alquilantes
bidentados (dibromoalcanos) de diferentes tamanhos de cadeia metilénica (Figura 4).
Para preparar o agente alquilante 5, o inico alquilante 5-nitroimidazolico, o metronidazol
foi usado como material de partida, preservando a posi¢do do grupo nitro na posicao 5 e

a metila na posicdo 2 do anel imidazolico (Figura 4). Todos os agentes alquilantes
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nitroimidazolicos foram purificados por cromatografia em coluna e tiveram suas

estruturas confirmadas por meio de IV, RMN 'H e '3C além de EM.
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NN /k (7) - n=2; W=H; Y=NO,; Z=H
Br = 8) - n=3; W=H; Y=NO,; Z=H
\_\ Br R N ( : 2
IN% Y S—( HMBF (9) - n=1; W=NO,: Y=CHs: Z=H
2 H Wy (10) - n=2; W=NO,; Y=CH; Z=H
(11) - n=3; W=NO,; Y=CHa; Z=H
(12) - n=1; W=NO,: Y=H; Z=H
(13) - n=2; W=NO,; Y=H; Z=H
(14) - n=3; W=NO,; Y=H: Z=H

Condigoes reacionais: (a) AcOEt, TEA, CH3SO:Cl, 2h (66%); (b) DMF, KI, 65°C, 4h
(53%); (c) (a) DMF, TEA, dibromoalcanos adequados, 6h (45-60%).

Figura 4. Metodologia de preparagdo dos agentes alquilantes nitroimidazdlicos 5-14.

2.1. Preparacao do alquilante S-nitroimidazdlico, a partir do metronidazol

2.1.1. Obtenc¢ao do metronidazol (3)

O nucleo 2-metil-5-nitroimidazol de interesse para a realizagdo de algumas etapas
de alquilacdo planejadas neste trabalho, esta presente no metronidazol 3 (farmaco
comercial utilizado no tratamento antiparasitario e antibacteriano). Este principio ativo
pode ser obtido em quantidades adequadas por meio de sua extragdo do medicamento
Flagyl®, comercializado em comprimidos. Para o isolamento do metronidazol, foi
explorada a basicidade do nitrogénio tercidrio N-3, presente no nicleo imidazdlico, que
apresenta um par de elétrons disponivel para atacar um ion hidronio. Apesar de, em meio
aquoso, ser uma base fraca (pK 2,7) (ALSTON; ABELES, 1987), os autores descrevem
aocorréncia da forma protonadado derivado heterociclico em solugdes aquosas de acidos
minerais, além de que ele pode agir como doador de elétrons na formagdo de compostos

de coordenacdo (CHEN, 2016). Desta forma, foi conduzido um processo de extracao
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acido-base para o isolamento do metronidazol, o que permitiu sua obtengdo em grau de
pureza adequado (Esquema 1). Os comprimidos pulverizados do medicamento foram
suspensos em solucdo acida, o que resultou na dissolugdo do principio ativo. Apos
filtracdo e neutralizagdo do meio com solugdo aquosa de NaHCO3, o metronidazol foi

obtido em grau de pureza adequado, sendo entdo caracterizado através dos métodos

convencionais de analise.

H\
NX 0 T .0
/< ltl// H3O+ /Qlf\rl//
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HQTHQ

OH OH

Esquema 1. Protonacdo do nitrogénio N-3 e comportamento acido-base do nucleo
imidazolico do metronidazol 3.

Para o metronidazol isolado, foi determinado seu ponto de fusdo, que se mostrou
bastante semelhante ao descrito na literatura PF: 162—163 °C (Lit.: 160 °C, (PUBCHEM,
[S.d.]). Por meio do espectro de infravermelho (Figura S6 no material em anexo), pode-
se confirmar a presenca de uma hidroxila, que apresenta uma banda de baixa intensidade
e de alta frequéncia, 3213 cm™. Esta absor¢ao refere-se a deformacdo axial da ligagdo O-
H, em ligacdo hidrogénio intramolecular com o grupo nitro do anel imidazolico
(SILVERSTEIN et al., 1994). A absorgdo na regido de 3099 cm-!, observada no espectro
de IV, ¢ referente a deformacdo axial da ligacdo C-H do anel imidazdlico; e aquela em
1458 cm!, foi atribuida & deformagdo angular da ligagdo C-H de CHz. No espectro de
massas (Figura S10 no material em anexo) encontram-se fragmentos, como o ion
molecular m/z =171 (M+., 10%), além do fragmento m/z = 124 (20%) e do pico base m/z
= 81 (100%), que ajudaram a confirmar a estrutura do metronidazol 3. O Esquema 2
apresenta uma proposta de formacdo de alguns dos principais fragmentos observados no

espectro de massas do metronidazol.
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Esquema 2. Proposta de fragmenta¢do do metronidazol 3.

No espectro de RMN 'H (Figura S7 no material em anexo), notou-se um simpleto
largo em 6 8,03 ppm, indicativo do hidrogénio do anel imidazolico, além de um tripleto
em 0 5,0 ppm (J = 5,4 Hz), com integracdo de 1 hidrogénio, caracteristico da fun¢o
hidroxila, vizinha a um grupo CHz. No espectro de RMN *C (Figura S8 do material em
anexo), observou-se um sinal em & 152,4 ppm, indicando a absor¢ao do carbono do anel
imidazdlico, ligado ao grupo nitro. Adicionalmente, observa-se outro sinal em ¢ 60,2

ppm, indicativo da absor¢ao do metileno carbindlico.

2.1.2. Preparacao do metanossulfonato de 2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-
il) etila (4)

Uma vez obtidas quantidades adequadas de metronidazol (2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etanol) e determinado o seu grau de pureza, a proxima etapa deste trabalho
consistiu na transformagao da hidroxila primaria, presente na cadeia ligada ao N-1 do
nucleo imidazolico, num bom grupo abandonador,de modo a tornar o metronidazol numa
espécie eletrofilica, adequada a reagao de S-alquilagdo. Crossland e Servis (1970)
descreveram a preparagdo do metanossulfonato derivado do metronidazol por meio do
tratamento do dalcool com cloreto de metanossulfonila em DCM, em presenca de

trietilamina. Foi decidida a preparacdo deste metanossulfonato, visto que ¢ um
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intermediario interessante, que poderia ser diretamente avaliado na etapa de S-alquilagao,
além de possuir a versatilidade necessaria para ser explorado na preparagdo de outros

intermediarios e agentes alquilantes (Esquema 3).
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Condigoes reacionais: (a) AcOEt, TEA, CH3SOCl, t.a. por 4h (66%).

Esquema 3. Preparacdo do metanossulfonato 4, derivado do metronidazol 3.

A reagdo se procedeu conforme descrito por Crossland e Servis, porém, demandou
um tempo de reacdo maior, passando dos 15 minutos descritos pelos autores para 2 horas.
O solvente de escolha para essa reacao foi o acetato de etila, no qual o metronidazol
mostrou maior solubilidade, apresentando rendimentos superiores na reacdo em sua
forma anidra; uma vez que a dgua residual presente no meio ira interferir no andamento
reacional, hidrolisando o éster metanossulfonato formado, gerando novamente o
metronidazol e o acido metanossulfonico. A trietilamina, no meio reacional, atua como
base de Lewis, neutralizando o HCI formado no processo (Esquema 4). Apds o ataque
dos elétrons livres do oxigénio da hidroxila alcoolica ao atomo de enxofre do cloreto de
mesila, ocorrerd a liberacdo de HCI em solucdo, que rapidamente reagird com a
trietilamina presente, gerando o cloreto de trietilaminio, que se apresenta como sélido
branco ¢ insolivel no meio reacional. Apds o término da reagdo, o isolamento do
metanossulfonato 4 foi realizado conforme a metodologia proposta por Crossland e

Servis, resultando em produto desejado com grau de pureza adequado e rendimento

isolado de 66%, em média.
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Esquema 4. Mecanismo proposto para a obtencdo do éster metanossulfonato 4, derivado
do metronidazol 3.
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O mesilato 4 teve seu ponto de fusdo determinado e também foi caracterizado pelos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e *C, EM e [V). O éster metanossulfonato
4, derivado do metronidazol, se apresentou como um solido amorfo branco levemente
azulado, com ponto de fusdo entre 163-165 °C. Através do espectro de infravermelho
(Figura S11 no material em anexo) pode ser confirmada a presenca da ligagdo S=0O
devido a absorgdo em 1326 cm!, referente a deformagdo axial assimétrica do grupo
S(=0)2. Além de ser possivel também confirmar, pela auséncia da absor¢cdo em 3200-
3300 cm!, que houve a interconversdo de grupos funcionais, com o desaparecimento da
ligagdo O-H presente no metronidazol. No espectro de massas (Figura S14 no material
em anexo) encontram-se fragmentos como o ion molecular m/z = 249 (M+, 5%), além
dos m/z = 203 (30%), pico base em 170 (100%) e 123 (90%), que ajudaram a confirmar
a estrutura do éster metanossulfonato, derivado do metronidazol. O Esquema 5 apresenta
uma proposta de fragmentacao de alguns dos principais picos detectados no EM do

produto sintetizado.
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Esquema 5. Proposta de fragmentagdo do derivado metanossulfonato 4.

No espectro de RMN 'H (Figura S12 do material em anexo), observou-se a
ocorréncia deum simpleto, com integragao de 3 hidrogénios em 0 2,47 ppm, caracteristico
dametila ligada ao anel imidazdlico. Adicionalmente, observou-se o aparecimento de um

simpleto, com integracao também para 3 hidrogénios, em campo mais baixo (6 3,16 ppm),
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caracteristico da metila ligada ao atomo de enxofre do grupo mesilato. Foi possivel
observar, ainda, o desaparecimento do tripleto referente ao Hidrogénio da hidroxila da
fungdo alcool, presente no metronidazol. No espectro de RMN "*C (Figura S13 no
material em anexo), observou-se um sinal em 6 37,18 ppm, caracteristico do carbono de
metila ligado ao atomo de enxofre, além do sinal da metila ligada ao anel imidazdlico,

em o 14,49 ppm.

O metanossulfonato 4, uma vez obtido, foi diretamente utilizado como agente
alquilante na reacdo de prepara¢do do hibrido 1, por meio da reagcdo do anion gerado a
partir do 1,2,4-triazolo-3-tiona 2, em meio basico. Contudo, a reagao se apresentou lenta,
gerando uma mistura de produtos e restando uma grande quantidade do produto de
partida. A tentativa de preparar um iodeto in situ, por meio daadi¢ao deiodeto de potassio
ao meio reacional (SAADEH etal., 2010), também ndo logrou éxito, gerando uma mistura
de produtos, como constatado ao acompanhar a reagao por CCD. Devido aos resultados
negativos obtidos, optamos pela preparacdo prévia de um iodeto de alquila 5 a partir do

mesilato 4, para, em seguida, utilizd-lo na reacao de S-alquilagao.

2.1.3. Preparacao do 1- (2-iodo etil) -2-metil-5-nitro-1H-imidazol (5)

A fim de aperfeicoar a etapa de alquilagao, optou-se por preparar um iodeto a partir
do metanossulfonato do metronidazol, seguindo a metodologia descrita por Busatti e
colaboradores (2007). O iodeto se apresenta como um grupo abandonador melhor,
quando comparado ao metanossulfonato, favorecendo a reacdo de Sn2; além de ser mais
polarizavel, comportando melhor os elétrons da ligagdo C-I, deixando o carbono com
carga parcial positiva, ¢ mais suscetivel ao ataque nucleofilico do atomo de enxofre do
que do atomo de nitrogénio-2. Uma vez que o nucleo 1,2,4-triazol-3-tiona pode se
comportar como um nucleodfilo bidentado, devido as suas formas tautoméricas (Esquema
7), porém, apresenta como mais estavel a conformagdo com a tiona (C=S) em sua
estrutura (SAYED, ASHRY,etal., 2017), possibilitando que o ataque nucleofilico ocorra
por meio do enxofre e/ou do nitrogénio (SAADEH et al., 2010). Assim, as caracteristicas

dos grupos de saida desses eletrofilos influenciardo diretamente a regiosseletividade da

alquilagao.
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Condigoes reacionais: (a) DMF, KI, 65°C em 4h (53%).

Esquema 6. Reagao da obtengao do iodeto derivado do metronidazol 5.

A reagdo transcorreu conforme a metodologia descrita por Busattie colaboradores
(2007), utilizando N,N-dimetilformamida como solvente, o que possibilitou o emprego
de um meio reacional de menor volume, garantindo maior interacdo entre as moléculas,
devido a grande solubilidade do metanossulfonato 4 neste solvente. O meio anidro ¢
fundamental nessa rea¢do, uma vez que a agua, presente no meio, promovera a hidrolise
do metanossulfonato, gerando o 4cido metanossulfonico e o metronidazol. O iodeto de
potéssio, adicionado ao meio reacional em excesso, promove a troca do grupo
metanossulfonato pelo atomo de iodo por meio de uma reacdo de Sn2, gerando o iodeto
5 (Esquema 6). A reacdo foi conduzida ao abrigo da luz, uma vez que os iodetos de
alquila geralmente sdo fotossensiveis, gerando intermediarios radicalares (KROPP,
1984). O produto foi purificado por de de filtragio em coluna cromatografica. Apos

purificagdo, o produto foi obtido em grau de pureza adequado, com rendimentos

compativeis com os relatados na literatura (BUSATTI et al., 2007).

Esquema 7. Formas tautoméricas do derivado 1,2,4-triazol-3-tiona (4) e 1,2,4-triazol-3-
tiol (4a).

O iodeto 5 teve o seu ponto de fusdo determinado, sendo caracterizado através dos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e 3C, EM e IV). O iodeto, derivado do

metronidazol, se apresentou como um sélido amorfo branco, levemente azulado, com
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ponto de fusdo entre 101 e 104 °C. Por meio do espectro de infravermelho (Figura S16
no material em anexo), pode-se confirmar a presenca da ligagao C-I, devida a absor¢ao
em 555 cm™, referente a deformacao axial da ligacdo C-I. Observou-se, ainda, a absor¢ao
em 1176 cm™, referente a deformagao axial simétrica daligagdo C—H do metileno ligado
ao iodo. No espectro de massas (Figura S19 no material em anexo), encontram-se
fragmentos, como o ion molecular m/z = 281 (M+, 20%), além dos picos base m/z =155
(100%) e 154 (60%), que auxiliaram na confirmacdo da estrutura do iodeto 5, derivado

do metronidazol. O Esquema 8 apresenta uma proposta de formacgdo de alguns dos

principais fragmentos observados no espectro de massas do produto sintetizado.
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Esquema 8. Proposta de fragmentagdo para o iodeto do metronidazol 5.

No espectro de RMN 'H (Figura S17 no material em anexo), notou-se a presenca
de um tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em o6 4,6 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao iodo, além de também evidenciar o desaparecimento
do simpleto, com integracdo para 3 hidrogénios, em 0 3,16 ppm, correspondente a metila
ligada ao enxofre (presente na estrutura do precursor metanossulfonato). No espectro de
RMN ®C (Figura S18 no material em anexo), observou-se um sinal em ¢ 0,03 ppm,
indicando a absor¢do do CH2 ligado ao iodo; esse valor em campo alto se explica pelo
“efeito do atomo pesado”, que, devido ao tamanho elevado do 4&tomo de iodo, aumenta
significativamente a blindagem (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994). Péde-
se também comprovar o desaparecimento do sinal em ¢ 37,18 ppm, indicando a absor¢ao

de CH3 ligado ao enxofre (presente na estrutura do precursor metanossulfonato).
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2.2 Preparacio dos alquilantes a partir dos nitroimidazois comerciais

Na preparagdo destes alquilantes (Esquema 9), utilizaram-se o 2-nitro-1H-
imidazol, o 2-metil-4-nitro-1H-imidazol e o 4-nitro-1H-imidazol comerciais como
materiais de partida. A reacdo se procede utilizando a N,N-dimetilformamida como
solvente, em presenga de trietilamina (TEA). A TEA exerce um papel fundamental nesta
reacdo, uma vez que atua como base de Lewis, abstraindo o préton da posi¢ao 1 do anel
imidazolico e gerando o nucledfilo necessério, que ird realizar uma reagdo SN2 sobre os
eletrofilos bidentados, 1,2-dibromoetano, 1,3-dibromopropano e 1,4-dibromobutano. Um
detalhe reacional que faz grande diferenca para o sucesso da reacdo ¢ que a quantidade
equivalente dos alquilantes bidentados deve estar presente no meio reacional em excesso
razoavel, evitando, assim, a formagdo, nesta etapa, de produtos indesejaveis, de dimeros,
ocasionados pelo ataque nucleofilico em ambos os lados dos bis-eletrofilos (Esquema 9).
Outro fator fundamental nestas reacdoes ¢ a necessidade de realizar controle de
temperatura criterioso, a fim de desfavorecer a possibilidade de formagao de produtos de
eliminacdo, uma vez que, em altas temperaturas e em meio bdsico, os produtosalquilados

tendem a formar produtos de elimina¢do E? indesejaveis (Esquema zc).
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Esquema 9. (A) Mecanismo proposto para a obtengao dos alquilantes 6-15, derivados do
2-nitroimidazol, 2-metil-4-nitroimidazol e 4-nitroimidazol; (B) formagdo dos produtos

dimerizados; (C) rea¢ao de eliminagao dos produtos alquilados.
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2.2.1. Preparacao dos alquilantes derivados 2-nitroimidazolicos

Tendo como objetivo a investigacao da influéncia da posi¢ao do grupamento nitro
no anel imidazolico sobre a atividade antiparasitaria dos hibridos planejados, preparou-
se inicialmente uma série de alquilantes que possuissem o grupamento nitro na posi¢ao 2
do anel imidazoélico, andlogos a uma porg¢do da estrutura do farmaco benznidazol. Os
alquilantes propostos foram planejados a partir do precursor 2-nitro-1H-imidazol
(azomicina), variando apenas o niimero de carbonos espagadores (sp?), ligados na posi¢do
1 do anel imidazdlico. Os alquilantes 6, 7 e 8 ja sdo descritos na literatura nos trabalhos

de Cheng e colaboradores (2014) e Long e colaboradores (1991) em condigdes reacionais
similares (CHENG et al., 2014; LONG; PARRICK; HODGKISS, 1991)

2.2.1.1. Preparaciao do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (6)

A reagdo de N-alquilagdo transcorreu por 4 horas, ndo sendo possivel observar o
consumo total do reagente de partida (reagdo acompanhada por CCD), mesmo apds a
adicdo de um equivalente adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificagdo
do produto por filtragdo em coluna cromatografica. Apos filtragdo em coluna
cromatografica, o produto foi obtido, com pureza adequada (por CCD), na forma de um

solido amorfo, de coloragao amarelo-claro, com rendimento de 50%.
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Esquema 10. Reacao da obten¢ao do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol 6.

O alquilante 6 teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e 13C, EM). Este haleto se apresentou como
um solido amorfo amarelado, com ponto de fusdo entre 68 e 70 °C. Por meio do espectro
de infravermelho (Figura S21 no material em anexo), pode-se confirmar a presenca da
ligagao C-Br, por meio da absor¢ao em 646 cm™, referente a deformacgao axial da ligagao
C-Br. Observou-se ainda a absor¢ao em 1155 cm™, referente a deformagao axial simétrica

da ligacdo C-H do metileno ligado ao bromo; em 1253 cm™ observa-se a banda de
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deformacgdo axial da ligagdo C-N formada. No espectro de massas (Figura S24 no
material em anexo), o ion molecular foi detectado em m/z = 220 (M+, 0%), com pico-
base em m/z = 107/109 (100%), além de um pico em m/z = 140 (55%), que auxiliaram na
confirmagdo da estrutura deste alquilante. O Esquema 11 apresenta uma proposta de
formagdo de alguns dos principais fragmentos observados no espectro de massas do

produto sintetizado.
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Esquema 11. Proposta de fragmentacdo para o 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol 6.

No espectro de RMN 'H (Figura S22 no material em anexo), notou-se a presenca
deum tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em d 3,78 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao atomo bromo, além da presenga de um sinal triplo,
com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em & 4,83 ppm (J= 7,0 Hz), que representa
o metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazoélico. No espectro de RMN *C (Figura
S23 no material em anexo) observou-se um sinal em 6 51,41 ppm, indicando a absor¢ao
do CH2 ligado ao nitrogénio, confirmando a presenca da ligagdo formada. Foi possivel
isolar o produto de eliminagdo (6.1), indesejado (Figura 5). Por se tratar de um
subproduto que se forma em quantidades razoaveis nessa reacao, ele foi completamente
caracterizado e avaliado frente a forma amastigota do 7. cruzi, apresentando Clso de 4,76
uM, além de haver a possibilidade de ser utilizado como material de partida em reagdes
de Heck (JAGTAP, 2017), esse apéndice do trabalho foi publicado ao longo do
andamento do trabalho de tese (VELEZ, AFONSO SANTINE M M et al., 2022).
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Figura 5. Produto de eliminagao 6.1.

2.2.1.2. Preparacio do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (7)

A reagdo durou 24 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do reagente
de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um equivalente
adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificagdo do produto por filtracdo em
coluna cromatografica. Apos filtragdo em coluna cromatografica, o produto foi obtido,
com pureza adequada (por CCD), na forma de um de coloragdo amarelo-claro em

rendimento de 55%.
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Esquema 12. Reagdo da obtengdo do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol 7.

O composto 7 teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e '3C, EM). Este alquilante foi obtido como
um solido amorfo amarelado, com ponto de fusdo entre 65 e 68 °C. Por meio do espectro
de infravermelho (Figura S27 no material em anexo), pode-se confirmar a presenca da
ligagdo C-Br, devida a absor¢do em 648 cm™, referente a deformagao axial daligacao C-
Br. Observou-se, ainda, em 1253 cm™, a banda de deformacdo axial da ligagio C—N
formada. No espectro de massas (Figura S30 no material em anexo), o ion molecular
nao foidetectado, comm/z= 235/233 (M+, 0%), tendo como pico-base m/z =41 (100%),
além do pico em m/z = 108 (90%), que auxiliaram na confirmacdo da estrutura. O
Esquema 13 apresenta uma proposta de formacgdo de alguns dos principais fragmentos

observados no espectro de massas do produto sintetizado.
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Esquema 13. Proposta de fragmentacdo do 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol 7.

No espectro de RMN 'H (Figura S28 no material em anexo), notou-se a presenca
de um tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,40 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
integragcdo para 2 hidrogénios, centrado em o 4,64 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico, e centrado em & 2,43 ppm (J= 7,0 Hz),
um sinal de quinteto com integragao para 2 hidrogénios. No espectro de RMN *C (Figura
S29 do material em anexo), observou-se um sinal em 6 48,20 ppm, referente a absor¢ao

do CH2 ligado ao nitrogénio.

2.2.1.3. Preparaciao do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (8)

A reacgdo de formagdo de 8 foi conduzida por 6 horas, ndo sendo possivel observar
o consumo total do reagente de partida (reagdo acompanhada por CCD). Com isso,
decidiu-se realizar a purificagdo do produto por filtragdo em coluna cromatografica. Apos
filtracdo em coluna, o produto foi obtido com pureza adequada (avaliada por CCD), na

forma de um o6leo de coloragdo amarelada, com rendimento de 45%.
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Esquema 14. Reacdo para a obtencdo do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol 8.

O alquilante 8 apresentou-se como um o6leo amarelado e foi caracterizado por meio
de métodos convencionais de analise (RMN 'H e '3C, EM). Por meio do espectro de
infravermelho (Figura S32 no material em anexo), pode-se confirmar a presenga da
ligagcdo C-Br, devido a absor¢do em 649 cm™, referente a deformagao axial da ligagao C-
Br. Observou-se, ainda, em 1276 cm™, a banda de deformac¢do axial da ligacio C—N
formada. No espectro de massas (Figura S35 no material em anexo), o ion molecular
nao foidetectado, com m/z = 247/249 (M+, 0%), tendo como pico-base o sinal a m/z =55
(100%), além do fragmento a m/z = 122 (50%), que auxiliaram na confirmacdo da
estrutura deste alquilante. O Esquema 15 apresenta uma proposta de formagao de alguns

dos principais fragmentos observados no espectro de massas do produto sintetizado.
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Esquema 15. Proposta de fragmentagao do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol 8.
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No espectro de RMN 'H de 8 (Figura S33 no material em anexo), notou-se a
presenca de um tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,45 ppm (J=
7,0 Hz), que representa o metileno ligado ao bromo, ¢ a presenca de um outro tripleto
com integracao para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,48 ppm (J= 7,0 Hz), que representa
o metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazoélico. No espectro de RMN '*C (Figura
S34 no material em anexo) observou-se um sinal em 9 48,20 ppm, caracteristica para o -

CHz>- ligado ao 4tomo de nitrogénio, indicando a presenca da ligagdo formada.

2.2.2. Preparacao dos alquilantes derivados (4)S-nitro-1H-imidazolicos

Com o objetivo de investigar com maior clareza a influéncia da posi¢ao do
grupamento nitro no anel imidazolico na atividade antiparasitaria doshibridos planejados,
foi decidido preparar novos alquilantes que possuissem o grupamento nitro em posi¢des
distintas do anel imidazdlico. Os alquilantes propostos foram planejados a partir do
precursor 2-metil-(4)5-nitro-1H-imidazol e do (4)5-nitro-1H-imidazol, diferenciando-se
entre si no numero de carbonos metilénicos espagadores (Csp?). A interpretagdo da
atividade relacionada a variagdo na posi¢cao do grupo nitro no anel imidazolico fornecera
dadospara discutir a interferéncia da posicao desse substituinte nas respectivas atividades

antiparasitarias dos hibridos preparados a partir desses alquilantes.

E importante ressaltar as possiveis formas tautoméricas desses centros
nitroimidazolicos (Esquema 16), o que caracteriza esta molécula como nucleéfilo

bidentado.
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Esquema 16. Formas Tautoméricas do 2-metil-(4)5-nitroimidazol (A) e do (4)5-nitro-
1 H-imidazol (B).
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O controle dopH ¢ fundamental nesta etapa em que ocorre a reagdo de N-alquilacao.
DependendodopH domeio reacional, € possivel realizar uma alquilacdo regioseletiva no
anel imidazolico. Em condic¢des reacionais de pH acido, ¢ favorecida a formagdo do
composto com o grupo nitro na posi¢ao 5 do anel imidazoélico, enquanto, em condigcdes
basicas, ¢ favorecida a formagao do regioisdmero com o grupo nitro na posicao 4 do anel
imidazolico. Exemplos de variagdo na regioseletividade da alquilagdo de imidazdis,
dependendo das condi¢des reacionais ¢ do pH do meio, encontram-se amplamente

documentados na literatura (CAPLAR, SUNIJIC et al, 1974, MANDALAPU,
KUSHWAHA et al., 2016).

Na preparagdao destes alquilantes, utilizaram-se o 2-metil-(4)5-nitroimidazol e o
(4)5-nitroimidazol comerciais como materiais de partida, em meio basico, para obter os
produtos 4-nitroimidazolicos. O solvente escolhido para essa metodologia foi a N,N-
dimetilformamida, em meio basico, com trietilamina (TEA) como base. A TEA exerce
um papel fundamental nesta reacdo, uma vez que atua como base de Bronsted, abstraindo
o préton presente na posicdo 1 do anel imidazolico, gerando um sitio nucleofilico
preferencial para atacar o eletrofilo, visto que, neste ponto, havera também menor
impedimento estérico. Miller (1970) descreve que a N-alquilagio do 2-metil-(4,5-
nitroimidazol em meio alcalino tende a formar apenas o produto com o grupo nitro na
posicdo 4 doanel imidazoélico, devido a maior estabilidade do anion correspondente (base
conjugada). Dessa forma, o sitio nucleofilico, mais estavel em meio béasico, promovera

uma rea¢do SN’ com os dibromoetanos.

2.2.2.1. Preparacio do 1-(2-bromoetil)-2-metil-4-nitro-1 H-imidazol (9)

A reagdo transcorreu durante 6 horas, nao sendo possivel observar o consumo total
do reagente de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo apos a adigdo de um
equivalente adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificagdo do produto por
filtragdo em coluna cromatografica. Apds filtragdo em coluna, o produto foi obtido com

pureza adequada (determinada por CCD), na forma de um sélido de colora¢dao branca,

com rendimento de 50%.
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Esquema 17. Reagdo da obten¢do do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 9.

O agentealquilante 9 teve o seu ponto de fusao determinado, caracterizado por meio
dosmétodos convencionais deanalise (RMN 'He '3C, EM). Este alquilante se apresentou
como um sélido, levemente amarelado e amorfo, com ponto de fusdo entre 200 e 203 °C.
Por meio do espectro de infravermelho (Figura S37 no material em anexo), pode-se
confirmar a presenca da ligacdo C-Br, devida a absor¢do em 675 cm™, referente a
deformagdo axial da ligacdo C-Br. Observou-se, ainda, em 1357 cm™, a banda de
deformacdo axial daligagdo N—O do grupo nitro. No espectro de massas (Figura S40 no
material em anexo), o ion molecular foi detectado como pico base, m/z = 235/233 (M+,
0%), e o pico base m/z = 109/107 (100%) auxiliou na confirmacdo da estrutura deste

alquilante.
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m/z = 109/107 (100%)

Esquema 18. Proposta de fragmentagdo do 1-(2-bromoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol
9.

No espectro de RMN 'H (Figura S38 no material em anexo), notou-se a presenca
deum tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em d 3,66 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,38 ppm (J = 7,0 Hz), que representa o

metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico. No espectro de RMN '*C (Figura S39
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no material em anexo), observou-se um sinal em 6 49,20 ppm, indicando a absor¢do do

CH: ligado ao nitrogénio e a ligagdo formada.

2.2.2.2. Preparacao do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (10)

A reagdo durou 24 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do reagente
de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo ap6s a adigdo de um equivalente
adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificagdo do produto por filtracdo em
coluna cromatografica. Apos filtragdo em coluna, o produto foi obtido, com pureza

adequada (por CCD),na forma deum solido de coloragao branca, com rendimento isolado
de 47%.
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Esquema 19. Reagdo daobtencdo do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 10.

O alquilante teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de andlise (RMN 'H e '*C, EM). Este alquilante se apresentou
como um s6lido, levemente amarelado e amorfo, com ponto de fusdo entre 78 e 80°C.
Por meio do espectro de infravermelho (Figura S42 no material em anexo), pode-se
confirmar a presen¢a da ligagdo C-Br, devida a absor¢do em 3099 cm™, referente a
deformacao axial da ligacdo C-H do anel imidazolico. Observou-se, ainda, em 1326 cm™,
a banda de deformacao axial da ligagdo N—O do grupo nitro do anel imidazolico. No
espectro de massas (Figura S45 no material em anexo), o ion molecular foi detectado
como pico base, m/z = 250/248 [(M+H)+] (100%), o que auxiliou na confirma¢do da

estrutura deste alquilante.

No espectro de RMN 'H (Figura S43 no material em anexo), notou-se a presenca
deum tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em & 3,41 ppm (J= 7,0 Hz),

que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
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integra¢do para 2 hidrogénios, centrado em o 4,17 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico, e centrado em & 2,34 ppm (J= 7,0 Hz),
um sinal de quinteto com integragao para 2 hidrogénios. No espectro de RMN '*C (Figura
S44 no material em anexo), observou-se um sinal em 6 44,89 ppm, indicando a absor¢ao

do CH2 ligado ao nitrogénio e a ligagdo formada.

A validacdo da metodologia descrita acima, para a alquilagdo em meio basico,
formando o derivado 4-nitroimidazdlico, pode ser confirmada pelos espectros
bidimensionais de RMN 'H e *C, 'H, *C-HSQC (J 1) (Figura S44.1 no material em
anexo) e 'H, *C-HMBC (J 2, J 3) (Figura S44.2 no material em anexo), que nos deram
suporte para confirmar a estrutura do alquilante formado. No espectro de HSQC, ¢
possivel observar o acoplamento C—H (J 1), o que nos fornece a correlacio de cada
hidrogénio e o seu carbono correspondente. J4& no espectro de HMBC, fornece
informagdes sobre os acoplamentos a longa distancia C-H (J 2, J 3), o que nos permite
correlacionar a posi¢do de cada carbono em relagdo aos hidrogénios vizinhos (de até trés

ligacdes de distancia).

2.2.2.3. Preparacao do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (11)

A reag¢do durou 5 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do reagente
de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo ap6s a adigdo de um equivalente
adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificacao do produto por filtragdo em
coluna cromatografica. Apds filtragdo em coluna cromatografica, o produto foi obtido,
com pureza adequada (por CCD), na forma de um so6lido de coloracdo branca, com

rendimento isolado de 45%.
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Esquema 20. Reacdo da obten¢do do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 11.
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O alquilante 11 teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e '3C, EM). Este alquilante se apresentou
como um so6lido, levemente amarelado e amorfo, com ponto de fusdo entre 70 e 72 °C.
Por meio do espectro de infravermelho (Figura S47 no material em anexo), pode-se
confirmar a presen¢a da ligacdo C-Br, devida a absor¢do em 680 cm™, referente a
deformagdo axial da ligacdo C-Br. Observou-se, ainda, em 1363 cm™, a banda de
deformagdo axial da ligagdo N—O do nitro do anel imidazolico. No espectro de massas

(Figura S50 no material em anexo) o ion molecular foidetectado, como pico base, m/z =

261/263 [(M+H)+.] (100%), que auxiliou na confirma¢do da estrutura deste alquilante.

No espectro de RMN 'H (Figura S48 no material em anexo), notou-se a presenca
deum tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios, centrado em d 3,46 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,98 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico. No espectro de RMN '*C (Figura S49
no material em anexo), observou-se um sinal em 6 46,40 ppm, indicando a absor¢do do

CH2 ligado ao nitrogénio e a ligacdo formada.

2.2.2.4. Preparaciao do 1-(2-bromoetil)-4-nitro-1H-imidazol (12)

A reagdo durou 5 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do reagente
de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um equivalente
adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificagdo do produto por filtracdo em
coluna cromatogréafica. Apos filtragdo em coluna cromatografica, o produto foi obtido,
com pureza adequada (por CCD), na forma de um solido de coloragdo branca, em

rendimento isolado de 60%.
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Esquema 21. Reacdo da obtengdo do 1-(2-bromoetil)-4-nitro-1H-imidazol 12.
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O alquilante 12 teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e '3C, EM). Este alquilante se apresentou
como um so6lido, levemente amarelado e amorfo, com ponto de fusdo entre 87 ¢ 90 °C.
Por meio do espectro de infravermelho (Figura S52 no material em anexo), pode-se
confirmar a presen¢a da ligacdo C-Br, devida a absor¢do em 655 cm™, referente a
deformagdo axial da ligacdo C-Br. Observou-se, ainda, em 1336 cm™, a banda de
deformagdo axial da ligagdo N—O do nitro do anel imidazolico. No espectro de massas
(Figura S55 no material em anexo), o ion molecular foi detectado, como pico, m/z =

262/264 [M+ACN+2H] *, que auxiliou na confirmagdo da estrutura deste alquilante.

No espectro de RMN 'H (Figura S53 no material em anexo), notou-se a presenca
de um tripleto, com integracao para 2 hidrogénios, centrado em o 3,7 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
integracdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 4,49 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico. No espectro de RMN "*C (Figura S54
no material em anexo), observou-se um sinal em 6 49,60 ppm, indicando a absor¢do do

CHz: ligado ao nitrogénio ¢ a ligagdo formada.

2.2.2.5. Preparaciao do 1-(3-bromopropil)-4-nitro-1H-imidazol (13)

A reagdo durou 3 horas, ndo sendo possivel observar o consumo total do reagente
de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um equivalente
adicional de TEA. Com isso, decidiu-se realizar a purificagdo do produto por filtracdo em
coluna cromatogréafica. Apos filtragdo em coluna cromatografica, o produto foi obtido,
com pureza adequada (por CCD), na forma de um sélido de coloracdo branca, com

rendimento isolado de 45%.
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Esquema 22. Reacgdo da obtencdo do 1-(3-bromopropil)-4-nitro-1H-imidazol 13.
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O alquilante 13 teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de andlise (RMN 'H e '3C, EM). Este alquilante se apresentou
como um soélido levemente amarelado, amorfo, com ponto de fusao entre 78 e 80 °C. Por
meio do espectro de infravermelho (Figura S57 no material em anexo), pode-se confirmar
apresenc¢a daligacdo C-H do anel imidazolico, devidaa absor¢do em 3105 cm!, referente
a deformacdo axial desta ligacdo. Observou-se, ainda, em 1324 cm™, a banda de
deformagao axial da ligagdo N—O do nitro do anel imidazolico. No espectro de massas
(Figura S60 no material em anexo) o ion molecular foi detectado, como pico do ion
molecular, m/z = 235/233 (M+. , 20%), que auxiliou na confirmagdo da estrutura deste

alquilante.

No espectro de RMN 'H (Figura S58 no material em anexo), notou-se a presenca
de um tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios, centrado em 6 3,39 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
integracdo para 2 hidrogénios, centrado em & 4,30 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazolico, e centrado em & 2,39 ppm (J= 7,0 Hz),
um sinal de quinteto com integrac¢do para 2 hidrogénios. No espectro de RMN *C (Figura
S59 no material em anexo), observou-se um sinal em & 46,0 ppm, indicando a absorc¢ao

do CH2 ligado ao nitrogénio e a ligagdo formada.

2.2.2.6. Preparacio do 1-(4-bromobutil)-4-nitro-1H-imidazol (14)

A reacdo aconteceu por 5 horas, nao sendo possivel observar o consumo total do
reagente de partida (reacdo acompanhada por CCD), mesmo apds a adicdo de um
equivalente adicional de TEA. Com isso, foi decidido realizar a purificacdo do produto
por filtragdo em coluna cromatografica. Apos filtragio em coluna cromatografica, o
produto foi obtido, com pureza adequada (por CCD), na forma de um sélido de coloragao

branca, em rendimento isolado de 48%.
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Esquema 23. Reagdo para a obtenc¢ao do 1-(4-bromobutil)-4-nitro-1H-imidazol 14.

O alquilante 14 teve o seu ponto de fusdo determinado, caracterizado por meio dos
métodos convencionais de analise (RMN 'H e '3C, EM). Este alquilante se apresentou
como um so6lido, levemente amarelado e amorfo, com ponto de fusdo entre 70 e 72°C.
Por meio do espectro de infravermelho (Figura S14 no material em anexo), pode-se
confirmar a presenca da ligacdo N-Oa 1355 cm™ na bandade deformagao axial daligacio
N-O do nitro do anel imidazélico. No espectro de massas (Figura S65 no material em
anexo), o ion molecular foi detectado, como pico base, m/z =249 [(M+H)+], que auxiliou

na confirmagao da estrutura deste alquilante.

No espectro de RMN 'H (Figura S63 no material em anexo), notou-se a presenca
deum tripleto, com integracao para 2 hidrogénios, centrado em 9 3,46 ppm (J= 7,0 Hz),
que representa o metileno ligado ao bromo, e a presenca de um outro tripleto com
integra¢do para 2 hidrogénios, centrado em o 4,10 ppm (J= 7,0 Hz), que representa o
metileno ligado ao nitrogénio do anel imidazoélico. No espectro de RMN "*C (Figura S64
no material em anexo), observou-se um sinal em 6 47,59 ppm, indicando a absor¢do do

CH2 ligado ao nitrogénio e a ligagdo formada.

3. Preparacio dos Hibridos Moleculares Planejados
A etapa de S-alquilacao planejada neste trabalho baseou-se em uma adaptagdo das
metodologias descritas por EI-Emam e colaboradores (2014) e El-Ashry e colaboradores
(2006), que utilizam solvente polar e meio basico. Observou-se, nessa reagao, que, nas
condigdes reacionais empregadas, o produto de S-alquilacdo é o majoritario em ambas as
metodologias, no caso da alquilagdo com os dois tipos de agentes alquilantes (Figura 6).

Todos os hibridos foram purificados por cromatografia em coluna e tiveram sua estrutura
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Condigoes reacionais: (a) DMF, K2COs, agente alquilante (X= 1), 24 h, t.a., (63%); (b)
etanol, TEA, agente alquilante (X= Br), 6 h, refluxo.

Figura 6. Metodologia de sintese dos hibridos H1-H10.

3.1. Preparacao do H1
A reacdo de S-alquilagdo, utilizando o 1-(2-iodoetil)-2-metil-5-nitro-1 H-imidazol 5
foi bem-sucedida, realizada de acordo com a metodologia de EI-Eman e colaboradores
(2014). Apds o término dareagdo, a etapa de purificagdo do produto obtido foi conseguida
pela precipitagdo dele através da adicdo de dgua gelada ao meio reacional. O hibrido H1
foi obtido, na forma de um so6lido amorfo de coloracdo amarela, com rendimento de 63%,
além de apresentar grau de pureza adequado (superior a 95%) (determinado por CLAE,

Figura S71 no material em anexo).

O hibrido preparado teve sua estrutura caracterizada através dos métodos
convencionais de analise (RMN 'H e 13C, EM e IV), além de ter seu ponto de fusdo
determinado (207-209 °C). Através do espectro de infravermelho (Figura S67 no
material em anexo) pode ser confirmada a presenca da ligacio C-S, responsavel pela
absor¢dao em 1180 cm™, referente a deformagao axial simétrica da ligacdo C-S, indicativa
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da formacgao do produto de S-alquilagdo. No espectro de massas (Figura S70 no material
em anexo), o HRMS (EI, m/z) calculado para C25H29N604S* f0i 509,1971; encontrado:
509,2018, confirmando a estrutura de H1. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H
(Figura S68 no material em anexo) € possivel observar um tripleto, com integracao para
2 hidrogénios, em & 3,62 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH> ligado ao enxofre. No
espectro de RMN *C (Figura S69 no material em anexo), observou-se um sinal em o
45,22 ppm, indicando a presenga de carbono metilénico ligado ao dtomo de enxofre. Esses
sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada e pontuados anteriormente,
corroboram a tese de que a S-alquilag@o foi realizada com éxito (Esquema 24), formando
o H1.

= N
N 7
N/ N\ N \El
N/

N-NH 5 N S/\/ NO,
N

Condigoes reacionais: (a) DMF, K2COs, 55 °C por 24 h (63%).

Esquema 24. Obtencao do hibrido H1 a partir dos precursores 2 ¢ 5.

3.2.Preparaciao do H2

A reagdo de S-alquilacdo de 2 com o 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol 6,
derivado do 2-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada conforme a metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Apo6s o término da reagdo, a etapa de purificacdo do
produto obtido foi realizada por meio de filtragdo em coluna cromatografica. O hibrido
H2 foi obtido na forma de um so6lido amorfo, de coloragcdo amarela, com rendimento de
50%, além de apresentar grau de pureza adequado (superior a 95%) (determinado por

CLAE; Figura S75 no material em anexo).

O hibrido H2 foi caracterizado por meio de métodos convencionais de analise
(RMN 'H e '3C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (170174 °C). No
espectro de infravermelho (Figura S72 do material em anexo), observa-se uma absor¢ao

em 1197 cm™, referente a deformagdo axial simétrica da ligagdo C-S, indicativa da
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formagdo doproduto de S-alquilagdo. No espectro de massas (Figura S76 no material em
anexo), HRMS (EI, m/z) calculado para C24H27N604S™:495,1814; encontrado: 495,1837,
confirmando a estrutura de H2. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S73
no material em anexo), ¢ possivel observar um tripleto, com integra¢do de 2 hidrogénios,
em 6 3,63 ppm (J = 6,3 Hz), referente ao CH> ligado ao enxofre. No espectro de RMN
13C (Figura S74 no material em anexo), observou-se um sinal em 6 48,59 ppm, indicando
a presencga de carbono metilénico ligado ao atomo de enxofre. Esses sinais, relacionados
a estrutura damolécula sintetizada e pontuados anteriormente, corroboram a tese de que
a S-alquilacdo foi realizada com éxito (Esquema 25), formando o hibrido H2 planejado.

Além dos métodos convencionais de analise, realizou-se a espectrometria de raios X do

monocristal de H2, o que ajudou a confirmar a formagao deste hibrido (Figuras 7).
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Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo, 6h (50%).

Esquema 25. Obtencdo do hibrido H2 a partir dos precursores 2 ¢ 6.

3.2.1. Difracio de raios X do hibrido H2

Os monocristais amarelos do hibrido H2, adequados para difracao deraios X, foram
obtidos por evaporacdo lenta de uma solugdo etandlica a temperatura ambiente, para
experiéncias de difracdo de raios X. Os detalhes dos dados do cristal, da coleta e do
refinamento estdo resumidos na Tabela 1 (ESI). Os comprimentos de ligacdo
selecionados também constam da Tabela 1. O composto H2 cristaliza no grupo espacial

monoclinico P21/c, e sua estrutura cristalina ¢ ilustrada na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura cristalina do composto H2 com numera¢ao de 4&tomos selecionada.
Os atomos de hidrogénio e parte do grupo ciclohexil desordenado foram omitidos para

maior clareza. Coédigos de cores: C (cinza), N (azul), S (amarelo) e O (vermelho).

A estrutura cristalina corrobora os resultados obtidos com outras técnicas de
caracterizagdo, revelando a presenca das fracdes esperadas de 4-ciclohexil-1,2,4-triazol,
imidazol com o grupo nitro e 3,4-metilenodioxifenil. Essas unidades sdo conectadas por
um grupo etil-tioéter saturado, que liga as unidades de imidazol e de 4-ciclohexil-1,2,4-
triazol. Um esqueleto conjugado de quatro carbonos liga as unidades 3,4-
metilenodioxifenil e 4-ciclohexil-1,2,4-triazol. As distancias de ligacdo nos anéis 1,2,4-
triazol, imidazol e 3,4-metilenodioxifenil sdo normalmente comparadas a estruturas
cristalinas semelhantes (AZZAM, ELGEMEIE, etal., 2023; JI, TIAN, et al., 2008; JUN,
BINGHENG, et al., 2023).

No que diz respeito a parte conjugada composta por atomos C8-C11 e ao
alargamento desta discussdo aos atomos de ligagdo nos anéis triazol e 3,4-
metilenodioxifenil, os comprimentos das ligagdes sdo os seguintes: C7-C8 = 1,452(5);
C8-C9=1,326(5); C9-C10=1,431(5); C10-C11 =1,321(5) e C11-C12= 1,462(4) A. Os
comprimentos de ligacdo revelaram o papel fundamental da conjugaciao nesta parte da
molécula, uma vez que se enquadram nas distancias interatdmicas tipicas esperadas para
um esqueleto de quatro carbonos -C=C-C=C- (ORPEN et al., 1994). Além disso, o plano
formado pela unidade -C=C-C=C- esta deslocado apenas 11,6° em relagdo ao que contém

a porcao 3,4-metilenodioxifenil. Por outro lado, foi observado um angulo maior entre os
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planos das unidades 1,2,4-triazol e -C=C-C=C- (48,5°), o que sugere uma pequena

deslocalizagcao de elétrons devido a falta de planaridade em ambas as partes da molécula.

O empacotamento do cristal ¢ estabilizado por uma série de contatos curtos,
conforme mostrado na Figura 8. Os parametros geométricos associados a esses contatos
estdo listados na Tabela 1 (ESI). Ao longo do eixo cristalografico, o contato curto C23-
H23...021i(jij = —x+1, —y+2, —z+1) entre os anéis 3,4-metilenodioxifenil e imidazol leva
a formacao de dimeros de moléculas, conforme mostrado na Figura 8 (parte superior).
Cadaunidade de dimero interage, por meio dos 4&tomos de hidrogénio do metileno, com
dois atomos de oxigénio nitro vizinhos (C1-Hl1a...O3ie C1-Hla...O3ii, comi=x—1, —y
+3/2,z-1/2 eii=—x + 1,y—1/2), como visto na Figura 8 (parte inferior). Finalmente, os
contatos fracos entre o grupo etil tiol e o anel 3,4-metilenodioxifenil também contribuem

para a manuten¢io da rede cristalina (C20-H20a...C6').

. 03“

Figura 8. Detalhes do empacotamento cristalino do composto H2. Apenas os 4tomos de

hidrogénio envolvidos nos contatos intermoleculares sdo exibidos como esferas brancas.
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Coédigos de simetria para gerar atomos equivalentes: i = x—1, =y + 3/2, z—1/2; i = —x +

L,y-12;iii=—x+1,-y+2 —z+ 1.

Tabela 1. Comprimentos de ligagio selecionados (A) do composto H2.

01—Cl 1,412(5)
02—Cl 1,405(6)
C7—C8 1,452(5)
C8—C9 1,326(5)

C9—C10  [1,431(5)
Cl10—CI1  |1,321(5)
Cl1—Cl12  |1,462(4)
N1—CI2  [1,368(4)
N1—CI19  [1,358(4)
N2—C12  [1,304(4)
N2—N3 1,389(4)
N3—C19  [1,304(4)
S1—C19 1,747(3)
N4—C24  [1,353(4)
N4—C22  [1,347(5)
N5—C23  [1,340(5)
N5—C24  [1,300(5)
N6—C24  [1,419(5)
C22—C23  |1,348(7)
N6—03 1,216(5)
N6—04 1,211(4)

3.3.Preparaciao do H3

A reagdo de S-alquilagdo de 2 com o 1-(2-bromoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol
9, derivado do 2-metil-(4)5-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada conforme a
metodologia de El-Ashry e colaboradores (2006). Apds o término da reagdo, a etapa de
purificacdo do produto obtido foi realizada por meio de filtragdo em coluna
cromatografica. O hibrido H3 foi obtido na forma de um so6lido amorfo de coloracdo
amarela, com rendimento de 53%, além de apresentar grau de pureza adequado (superior

a 95%) (determinado por CLAE; Figura S81 no material em anexo).
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O hibrido preparado foi caracterizado por meio de métodos convencionais de
analise (RMN 'H e 13C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (217-219 °C).
Por meio do espectro de infravermelho (Figura S77 no material em anexo), pode-se
confirmar a presenga da ligagdo C-N, responsavel pela absor¢do em 1236 cm™, referente
a deformagdo axial simétrica da ligacdo C-N, indicativa da presen¢a do grupo C-NO2 na
estrutura da molécula. No espectro de massas (Figura S80 no material em anexo), o
HRMS (EI, m/z) calculado para C25H29N¢O4S™ € 509,1971; encontrado: 509,2015, o que
confirma a estrutura do hibrido H3 planejado. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H
(Figura S78 no material em anexo), observa-se um tripleto, com integracdo de 2
hidrogénios, em & 3,57 ppm (J = 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao 4tomo de enxoftre.
No espectro de RMN *C (Figura S79 no material em anexo), observou-se um sinal em
0 32,64 ppm, indicando a presenca de carbono metilénico ligado ao 4tomo de enxofre.
Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada e pontuados anteriormente,
indicam que a S-alquilacdo foi realizada com éxito (Esquema 27), formando o hibrido
H3.
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Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6h (53%).

Esquema 26. Obtencao do hibrido H3, partindo dos precursores de 2 ¢ 9.

34. Preparacao do H4

A reagdo de S-alquilacdo de 2 com o 1-(2-bromoetil)-4-nitro-1H-imidazol 12,
derivado do (4)5-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada pela metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Terminada a reacdo, a etapa de purificagdo do produto
obtido foi realizada por meio de filtragdo em coluna cromatografica. O hibrido H4 foi
gerado na forma de um sélido amorfo de coloragdo amarela, com rendimento de 50%,

além de apresentar grau de pureza adequado (superior a 95%) (determinado por CLAE;

Figura S86 do material em anexo).
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O hibrido H4 foi devidamente caracterizado por meio de métodos fisicos de analise
(RMN 'H e '3C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (217-218 °C). Por
meio do espectro de infravermelho (Figura S82 no material em anexo), pode-se confirmar
a presenga da ligacdo C-N, responsavel pela absor¢do em 1249 cm™, referente a
deformagdo axial simétrica da ligagdo C-N, indicativa da presenga do grupo C-NO2 na
estrutura da molécula. No espectro de massas (Figura S85 no material em anexo), o
HRMS (EI, m/z) calculado para C24H27N604S+ ¢ 495,1814; encontrado: 495,1843,
confirmando a estrutura de H4. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S83 no
material em anexo), observa-se um tripleto, com integracao de 2 hidrogénios, em 6 3,60
ppm (J = 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao 4&tomo de enxofre. No espectro de RMN *C
(Figura S84 no material em anexo), observou-se um sinal em 6 33,48 ppm, indicando a
presenca de carbono metilénico ligado ao atomo de enxofre. Esses sinais, relacionados a

estrutura da molécula sintetizada, indicam que a reagdo de S-alquilacao foirealizada com

éxito (Esquema 27), formando o H4.

Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6 h (50%).

Esquema 27. Obtencao do hibrido H4, partindo dos precursores 2 ¢ 12.

3.5. Preparacao do HS

A reagdo de S-alquilacdo de 2 com o 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol 7,
derivado do 2-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada pela metodologia de El-Ashry
e colaboradores (2006). Apos o término da reagdo, a etapa de purificagdo do produto S-
alquilado foirealizada por meio de filtragdo em coluna cromatografica. O hibrido HS foi
obtido na forma de um solido amorfo de coloragdao amarela, com rendimento de 55%,
além de apresentar pureza adequada (superior a 95%) (determinada por CLAE, Figura

S90 no material em anexo).
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O hibrido preparado foi caracterizado por meio de métodos fisicos de analise (RMN
'He 3C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (150—153 °C). Por meio do
espectro de infravermelho (Figura S87 no material em anexo), pode-se confirmar a
presenga da ligacdo C-N, responsavel pela absor¢do em 1251 cm™, referente a
deformagdo axial simétrica da ligagdo C-N, indicativa da presenga do grupo C-NO2 na
estrutura da molécula. No espectro de massas (Figura S91 no material em anexo), o
HRMS (EI, m/z) calculado para C25H29N¢O4S™ € 509,1971; encontrado: 509,2011, o que
confirma a estrutura do H5. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S88 no
material em anexo), observa-se um tripleto, com integracao de 2 hidrogénios, em 6 3,27
ppm (J = 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao 4&tomo de enxofre. No espectro de RMN *C
(Figura S89 do material em anexo), observou-se um sinal em 6 31,71 ppm, indicando a
presenca de carbono metilénico ligado ao atomo de enxofre. Esses sinais, relacionados a

estrutura da molécula sintetizada, indicam que a S-alquilagdo foi realizada com éxito
(Esquema 27), fornecendo o hibrido HS.
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Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6 h (55%).

Esquema 28. Obtencao do hibrido HS, partindo dos precursores 2 e 7.

3.6.Preparacio do H6

A reagdo de S-alquilagio de 2 com o 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-
imidazol 10, derivado do 2-metil-(4)5-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada pela
metodologia de El-Ashry e colaboradores (2006). Apds o término da reagdo, a etapa de
purificacdo do produto obtido foi realizada por meio de filtragdo em coluna
cromatografica. O hibrido Hé planejado foi obtido na forma de um so6lido amorfo de

coloragdo branca, com rendimento de 30%, além de apresentar grau de pureza adequado

(superior a 95%) (determinado por CLAE; Figura S96 do material em anexo).
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O hibrido preparado foi caracterizado por meio de métodos convencionais de
analise (RMN 'H e 13C e EM), além de ter seu ponto de fusido determinado (175177 °C).
No espectro de infravermelho (Figura S92 do material em anexo), observa-se uma
absorcdo em 1193 cm™, referente a deformacao axial simétrica da ligacao C-S, indicativa
da formagao do produto de S-alquilagdo. No espectro de massas (Figura S95 no material
em anexo), HRMS (EI, m/z) calculado para C26H31N6O4S™: 523,2127; encontrado:
523,2187, que confirma a estrutura de H6. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H
(Figura S93 no material em anexo), ¢ possivel observar um tripleto, com integracao de 2
hidrogénios, em & 3,25 ppm (J = 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao enxofre. No espectro
de RMN "*C (Figura S94 do material em anexo) observou-se um sinal em 6 31,70 ppm,
indicando a presenca de carbono metilénico ligado ao atomo de enxofre. Esses sinais,
relacionados a estrutura da molécula sintetizada e pontuados anteriormente, indicam que

a S-alquilacdo foi realizada com éxito (Esquema 27), formando o hibrido H6.
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Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6h (30%).

Esquema 29. Obtencao do hibrido H6, partindo dos precursores 2 e 10.

3.7.Preparaciao do H7

A reacdo de S-alquilagdo de 2 com o 1-(3-bromopropil)-4-nitro-1H-imidazol 13,
derivado do (4)5-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada pela metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Apos o término da reacdo, a etapa de purificagao do
produto obtido foi realizada por meio de filtragdo em coluna cromatografica. O hibrido
H?7 foi obtido na forma de um solido amorfo de coloragao branca, com rendimento de

50%, além de apresentar grau de pureza adequado (superior a 95%) (determinado por

CLAE, Figura S101 no material em anexo).

O hibrido preparado foi caracterizado por meio de métodos fisicos deandlise (RMN

'He 13C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (186189 °C). No espectro
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de infravermelho (Figura S97 do material em anexo), pode-se confirmar a presenca da
ligagdo C-N, responsavel pela absor¢ao em 1236 cm™, referente a deformagdo axial
simétrica da ligagdo C-N, indicativa da presenga do grupo C-NO:z na estrutura da
molécula. No espectro de massas (Figura S100 no material em anexo), HRMS (EI, m/z)
calculado para C25H29Ns04S™: 509,1971; encontrado: 509,2007, que confirma a estrutura
do hibrido H7. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S98 no material em
anexo), ¢ possivel observar um tripleto, com integracdo de 2 hidrogénios, em 6 3,23 ppm
(J/ = 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao atomo de enxofre. No espectro de RMN '*C
(Figura S99 no material em anexo), observou-se um sinal em 6 31,69 ppm, indicando a
presenca de carbono metilénico ligado ao atomo de enxofre. Esses sinais, relacionados a
estrutura da molécula sintetizada, indicam que a S-alquilagdo foi realizada com éxito

(Esquema 27), formando o H7.
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Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6h (50%).

Esquema 30. Obtencao do hibrido H7, partindo dos precursores 2 ¢ 13.

3.8.Preparaciao do H8

A reacdo de S-alquilacdo de 2 com o 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol 8,
derivado do 2-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada sob a metodologia de EI-Ashry
e colaboradores (2006). Apds o término da reacdo, a etapa de purificagdo do produto
obtido foi realizada por filtragdo em coluna cromatografica. O hibrido H8 planejado foi
obtido, na forma de um so6lido amorfo de coloragdao amarela, em rendimento isolado de
50%, além de apresentar pureza adequada (superior a 95%) (determinada por CLAE,

Figura S106 no material em anexo).

O hibrido preparado foi caracterizado pelos métodos convencionais de analise
(RMN 'He '3C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (129-131 °C). Através

do espectro de infravermelho (Figura S102 no material em anexo) pode ser confirmada
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a presenca da ligagdo C-N, responsavel pela absor¢do em 1249 cm™, referente a
deformacdo axial simétrica da ligagdo C-N, indicativa da presenca do grupo C-NO2 na
estrutura da molécula. No espectro de massas (Figura S105 no material em anexo), o
HRMS (EI, m/z) calculado para C26H31NsO4S* € 523,2127; encontrado: 523,2189, o que
confirma a estrutura de H8. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S103 no
material em anexo) ¢ possivel observar um tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios,
em 0 3,30 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao enxofre. No espectro de RMN '*C
(Figura S104 no material em anexo) observou-se um sinal em 6 32,33 ppm, indicando a
presenga de carbono metilénico ligado ao atomo de enxofre. Esse conjunto de sinais,
relacionado a estrutura da molécula sintetizada, sugere que a S-alquilagdo foi realizada

com éxito (Esquema 27), formando o hibrido HS.

Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6 h (50%).

Esquema 31. Obtencdo do hibrido H8, partindo dos precursores 2 ¢ 8.

3.9.Preparaciao do H9

A reagdo de S-alquilagdo de2 com o 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol
11, derivado do 2-metil-(4)5-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada sob a
metodologia de El-Ashry e colaboradores (2006). Apos o término da reacdo, a etapa de
purificacdo do produto obtido foirealizada por filtragdo em coluna cromatografica. O H9
planejado foi obtido, na forma deum sélido amorfo de coloragdo amarela, em rendimento
isolado de 45%, além de apresentar grau de pureza adequado (superior a 95%)

(determinado por CLAE, Figura S111 no material em anexo).

O hibrido preparado foi caracterizado através dos métodos convencionais deanalise
(RMN 'He '3C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (97-99 °C). Através
do espectro de infravermelho (Figura S107 no material em anexo) pode ser confirmada
a presenca da ligacdo C-N, responsavel pela absor¢do em 1249 cm™, referente a
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deformagdo axial simétrica da ligagdo C-N, indicativa da presenga do grupo C-NO2 na
estrutura da molécula. No espectro de massas (Figura S110 no material em anexo)
HRMS (EI, m/z) calculado para C28H33NeO4S™: 537,2284; encontrado: 537,2324,
confirmando a estrutura de H9. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S108
no material em anexo) € possivel observar um tripleto, com integracdo para 2 hidrogénios,
em 6 3,32 ppm (J = 6,3 Hz), referente ao CH: ligado ao enxofre. No espectro de RMN
13C (Figura S109 no material em anexo) observou-se um sinal em ¢ 31,70 ppm, indicando
a presenga de carbono metilénico ligado ao 4tomo de enxofre. Esses sinais, relacionados
a estrutura da molécula sintetizada, suportam que a S-alquilagdo foi realizada com éxito

(Esquema 27), formando o hibrido H9.
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Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6h (45%).

Esquema 32. Obtencao do hibrido H9, partindo dos precursores 2 e 11.

3.10.  Preparacio do H10

A reacdo de S-alquilacdo de 2 com o 1-(4-bromobutil)-4-nitro-1H-imidazol 14,
derivado do (4)5-nitroimidazol, foi bem-sucedida, realizada sob a metodologia de El-
Ashry e colaboradores (2006). Apds o término da reacdo, a etapa de purificacdo do
produto obtido foi realizada por filtragdo em coluna cromatografica. O H10 planejado foi
obtido, na forma de um sélido amorfo de coloracao branca, em rendimento isolado de
50%, além de apresentar grau de pureza adequado (superior a 95%) (determinado por

CLAE, Figura S116 no material em anexo).

O hibrido preparado foi caracterizado através dos métodos convencionais de analise
(RMN 'H e 3C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (97-100 °C). No
espectro de infravermelho (Figura S112 no material em anexo) pode ser confirmada a
presenga da ligagdo C-N, responsavel pela absorcdo em 1249 cm™, referente a

deformacdo axial simétrica da ligacdo C-N, indicativa da presenca do grupo C-NO2 na
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estrutura da molécula. No espectro de massas (Figura S115 no material em anexo)
HRMS (EI, m/z) calculado para C26H31NeO4S*: 523,2127; encontrado: 523,2178,
confirmando a estrutura do H10. Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S113
no material em anexo) € possivel observar um tripleto, com integragdo para 2 hidrogénios,
em 0 3,32 ppm (J= 6,3 Hz), referente ao CH2 ligado ao enxofre. No espectro de RMN *C
(Figura S114 no material em anexo) observou-se um sinal em 6 31,87 ppm, indicando a
presenca de carbono metilénico, ligado ao atomo de enxofre. Esses sinais, relacionados a

estrutura damolécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam que a S-alquilagdo

foi realizada com éxito (Esquema 27), formando o H10.

Condigoes reacionais: (a) Etanol, TEA, refluxo por 6 h (50%).

Esquema 33. Obtencdo do hibrido H10, partindo dos precursores 2 ¢ 14.

4. Ensaios bioldgicos

4.1.Resultados da avaliacao biolégica da série de hibridos H1-H10

Todos os hibridos planejados (H1-H10) foram avaliados contra amastigotas e
epimastigotas do 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ) (Tabela 2). Essa cepa foi
submetida a modificagdo genética para expressar a enzima P-galactosidase (gene LacZ de
Escherichia coli), permitindo a determinagao indireta da viabilidade do parasita por meio
de um método colorimétrico. Apos a ruptura da membrana celular do amastigota, essa
enzima ¢ liberada no meio. Ela cliva o f-galactopiranosideo clorofenol vermelho (CPRG)
de cor amarela, resultando em uma molécula de galactose incolor e clorofenol vermelho,
que aparece violeta em solucao. Essa mudanca de cor pode ser medida usando um leitor

de placas com uma leitura de absorbancia em A = 570 nm (BUCKNER et al., 1996;
SEEBER; BOOTHROYD, 1996).
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Tabela 2. Avaliagcdo bioldgica dos hibridos HI-H10 frente as formas amastigotas de 7.

cruzi e citotoxicidade frente a células LLC-MK2 (fibroblastos de rim de macaco).

Amastigotas de 7. cruzi (cepa Células IS*
Compostos Tulahuen C2C4-LacZ) LLC-MK2 (LLC-MK2)
120h 120h
Clso (nM)
Piperina 1 18,07 £ 1,24 117,00 + 6,54 6,47
2 11,04 £ 0,14 33,93 +£2,83 3,07
H1 2,72 £0,63 >200 >73,52
H2 0,20 +£0,01 27,44 £3,03 137,2
H3 7,73 £2,30 >100 >12,93
H4 5,70 £ 1,66 >100 >17,54
HS 0,38 £0,01 >200 >526,31
Hé6 4,01 £0,30 >200 >48,78
H7 8,23 +0,11 >100 >12,15
HS8 0,63 0,04 12,84 + 0,98 20,38
H9 5,56 +£1,03 >100 >17,98
H10 4,63 £0,53 >100 >21,59
Benznidazol** 1,84 +0,40 >200 -

*IS = Indice de seletividade = (CIso LLC-MK2)/(Clso amastigotas de 7. cruzi); **farmaco de referéncia para o 7.
Cruzi.

A atividade in vitro dos hibridos contra as formas amastigotas do 7. cruzi foi
promissora para todas as moléculas da série, em que algumas delas mostraram valores de
Clso abaixo de 1,0 uM (H2, HS e H8), apresentando resultados superiores ao farmaco de
referéncia. Além disso, ¢ importante destacar o bom indice de seletividade (SI) de até 12
para todos os hibridos, com H2 ¢ H5 se destacando como os hibridos mais seletivos da
série, com seletividade de 137,2 e 526,31, respectivamente. Esses dados mostram o
sucesso da estratégia de hibridizagdo molecular aplicada, uma vez que todos os hibridos
apresentaram melhores resultados do que seus precursores, piperina e o derivado triazolo-

tiona 2. Vale ressaltar que H2, H5 ¢ H8 possuem o mesmo grupo 2-nitroimidazol que o

benznidazol e foram mais ativos do que o benznidazol.

Motivada pelo bom perfil de atividade contra formas amastigotas em um periodo
de 120 horas, a atividade em epimastigotas de 7. cruzi foi realizada somente com o
derivadomais ativo, H2, em diferentestempos de tratamento, com o objetivo de se avaliar
a influéncia do tempo em periodos curtos de exposicao do parasita ao tratamento (Tabela
3). Os resultados desse estudo cinético mostram que o hibrido H2 apresenta atividade
antiparasitaria potente e eficiente em periodos curtos de incubagdo, apds o tratamento

contra formas epimastigotas de 7. cruzi, quando comparado ao benznidazol, como
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mostram os graficos na Figura 9. Em curtos periodos de 6 e 12 horas o H2 apresenta
valores de Clso muito bons, enquanto o benznidazol ndo apresenta atividade, mesmo em
concentragdes muito mais altas. Este resultado pode ser compreendido, uma vez que o
benznidazol precisa ser bioativado, através da redugdo pela TcNTR, que ocorre dentro da

célula do parasita, para entdo se tornar ativo contra o 7. cruzi, ja que seu mecanismo de
acdo ¢ bem estabelecido e amplamente discutido (PATTERSON; WYLLIE, 2014a).

Tabela 3. Estudo cinético da atividade do hibrido H2 em diferentes periodos de
incubagao apds tratamento, em epimastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ).

Compostos 6h 12h 24h 48h 7d
I1Cso (uM)
H2 11.08+£2.47 699+2.09 1.85+041 1.12+026 0.54+0.16
Benznidazol* >500 >500 50.88+7.75 30.53+6.58 2.71 £0.32

*farmaco de referéncia parao T. cruzi.
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Figura 9. Graficos de inibicdo de H2 e benznidazol (BZD) contra epimastigotas de 7.
cruzi em diferentes periodos de tratamento.

Os resultados contra amastigotas e epimastigotas de 7. cruzi, especialmente em
periodos curtos de tratamento, apoiam a hipdtese de que o hibrido H2, conforme
planejamento molecular, pode estar atuando frente ao parasito através de mais de um
mecanismo de agdo, validando a estratégia utilizada. A literatura de compostos nitro-
heterociclos utilizados como antiparasitarios mostra que ha grande possibilidade da
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frag¢do nitroimidazolica dos hibridos estarem atuando como “pro-farmaco”. Uma vez que
esses farmacoforos ao serem “ativados”, geram intermediarios toxicos para o 7. cruzi,
que podendo causar danos intracelulares irreversiveis, com formacdo de ligagdes
covalentes a macromoléculas, como proteinas e fragmentos de DNA (HALL;
WILKINSON, 2012; KEDDERIS; MIWA, 1988; PATTERSON; WYLLIE, 2014b;
PEREZ MONTILLA et al., 2023; TROCHINE et al., 2014). Embora todos os hibridos
apresentaram perfil de atividaderelevante, destaca-se a melhora do perfil deatividadedos
hibridos que ostentam o grupo nitro na posi¢ao 2 do anel imidazdlico, com alto perfil de
seletividade e poténcia antichagasica superior ao benznidazol. Essa melhore no perfil de
atividade compara¢do com a atividade de seus precursores indica que a estratégia de
hibridizacdo molecular se mostrou eficaz para alguns hibridos, aumentando

principalmente a seletividade dessa série.

Como o H2 se mostrou eficaz, mesmo em periodos curtos de tratamento frente ao
parasito, esse hibrido foi selecionado para ser avaliado in vitro frente a células primdrias
de camundongo. Essa etapa foi interessante para avaliar sua seguranca em modelos
celulares mais fidedignos, nas quais o H2 mostrou baixa toxicidade, mesmo nas maiores
concentragdes testadas, tanto em macréfagos peritoneais quanto em esplendcitos totais
nos periodos de tratamento avaliados, como pode ser visualizado na Figura 10, abaixo.

Esses resultados evidenciam que o hibrido apresenta baixa toxicidade em modelos de

c€lulas primarias, o que estimula um posterior estudo de um ensaio de infec¢do in vivo.
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Figura 10. (A) Graficos de viabilidade de H2 frente a macrofagos peritoneais nos
periodos de 24 ¢ 48 horas de tratamento (2 x 10° macrdfagos/pogo). (B) Graficos de
inibicao de H2 frente a esplendcitos totais nos periodos de 24 e 48 horas de tratamento (2
x 10° esplendcitos/pogo). As diferengas estatisticamente significativas entre as diferentes
concentracdes de tratamentos em relagdo ao vivo(controle ndo tratado) sdo representadas
por linhas de conexao e ns (ndo significativo), *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(»p <0,001),
ki (n <0,0001).
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Um aspecto relevante dos resultados obtidos neste trabalho ¢ a possibilidade de
correlacionar, de forma preliminar, as atividades desses hibridos com o potencial de
redugdo de cada por¢ao de nitroimidazolica presente na estrutura dos hibridos, de forma
comparativa. Espera-se que haja influéncia da posi¢do do grupo nitro no perfil de
atividade, uma vez que, dependendo de suas posigdes no anel imidazolico, a molécula
apresenta diferentes potenciais de reducdo e, consequentemente, variada reatividade
intracelular. A posi¢do do substituinte nitro pode interferir diretamente no mecanismo
das nitro-reducdes conduzidas pelas TcNTRs intracelulares, que sdo as principais vias de
acdo desse grupo farmacoférico nitro-heterociclico, somadas aos danos causados as
macromoléculas biologicas, como proteinas e DNA, pelos metabolitos reduzidos gerados
(EDWARDS, 1980; MAYA et al, 2003; MORETH et al, 2010; PATTERSON;
WYLLIE,2014a; SMITH; EDWARDS, 1995). Assim, observa-se uma tendéncia na série
de hibridos sintetizados, na qual as estruturas com maiores poténcias contra o 7. cruzi
apresentam o farmacoforo nitroimidazol com o grupo nitro na posi¢cao 2 do anel, em
comparagdo com os hibridos correspondentes, com o grupo nitro nas posi¢des 4 ¢ 5 do
anel imidazodlico. Smith e Edwards (1995) discutem essa tendéncia em seu trabalho, no
qual relacionam os potenciais de redugdo mais altos de derivados 2-nitroimidazolicos (-
418 mV) a sua maior atividade contra Helicobacter pylori, ¢ atividades menores em
potenciais de reducao mais baixos, como 0s nitroimidazdis com o grupamento nitro nas
posicdes 4 e 5 (que apresentam potenciais de reducdo de -527 mV e -486 mV,
respectivamente). Este mesmo tipo de comportamento, provavelmente, poderia estar
ocorrendo nesse caso com o 7. cruzi (SMITH; EDWARDS, 1995). Ao comparar as
atividades de H1 e H2 com H3 e H4, observa-se que hd uma grande disparidade, em que
H2 apresenta uma atividade consideravelmente maior do que as demais de mesmo
tamanho de cadeia metilénica; ambos diferem entre si apenas na por¢ao nitroimidazol da
estrutura (posi¢do do grupo nitro no anel heterociclico). Essa maior atividade pode estar
diretamente relacionada ao maior potencial de reducdo, conforme explicado
anteriormente. Essa mesma tendéncia ¢ observada quando se comparam as atividades de
hibridos com o mesmo tamanho de cadeia metilénica, que diferem entre si apenas na
posicao do grupo nitro no nucleo imidazdlico, e observa-se que, para todos os tamanhos
de cadeia, o mais ativo continua sendo o composto contendo o grupo farmacoférico 2-
nitroimidazol, que também estd presente na estrutura do benznidazol, farmaco de

referéncia para a doenca de Chagas.
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Visto as semelhangas bioldgicas e bioquimicas entre 7. cruzi e T. brucei, ¢
importante se destacar o investimento de terapias antiparasitarias de amplo espectro.
Esses parasitos compartilham demuitos alvos moleculares em comum e vias bioquimicas
similares, além deterem como principais armas de suas terapias antiparasitarias farmacos
nitro-heterociclos, muitos deles com atividade em ambos, como o fexinidazol e o
nifurtimox(MAZZETI et al., 2021). Com isso, destaca-se a importancia de avaliar esses
hibridos que se mostraram promissores in vitro frente ao 7. cruzi frente a outro
tripanossomatideo de grande interesse clinico que, até hoje, assim como o T. cruzi, ndo
conta com um tratamento adequado e seguro, o 7. brucei. Na Tabela 4, abaixo, estdo
dispostos os resultados de H1-H10 frente as formas tripomastigotas “bloodstream” de T.
b. brucei (cepa 427), bem como em macrofagos RAW-264.7 e células embrionarias de

rim humano HEK-293.

Tabela 4. Avaliagdo biologica dos hibridos H1-H10 frente as formas tripomastigotas de

T. b. brucei.
T. brucei T. brucei HEK-293 RAW-264.7 IS* IS**
Compostos brucei brucei 48h 48h (HEK)  (RAW)
24h 48h
Clso (nM)
Piperina - 26.16 £6.39 30.58+4.19 >125 1.16 4.77
2 - 597+1.86 14.41+1.73 82.21 £4.25 2.41 13.77
H1 - 2.67+1.43 94.12+6.39 >125 35.25 46.81
H2 0.322+£0.006 0.20+0.06 32.82+1.03 98.53+7.47 164.10 492.65
H3 - 5.88 £1.50 >125 >125 21.25 21.25
H4 - 6.28+£1.80 57.60+5.37 >125 9.17 19.90
HS5 1.172 £0.167 1.21 £0.60 >125 >125 103. 30 103. 30
Hé6 - 7.64+223 68.10+7.16 97.02+2.50 8.90 12.69
H7 - 4.54 +4.41 >125 >125 27.53 27.53
HS8 - 1.56 £0.38 9.51+1.78 26.89 +1.83 6.09 17.23
H9 - 3.71+£2.63 49.76 £7.70 >125 13.41 33.69
H10 - 5.17 £2.59 21.8+0.14 86.45+7.19 4.21 16.72
Fexinidazol” - 1.2+0.51 - - - -

IS* = Indice de seletividade = (Clso HEK-293)/( Clso T. brucei brucei 48h); IS** = Indice de seletividade = (Clso
RAW-264.7)/( Clso T. brucei brucei 48h); * farmaco de referéncia para o T. brucei.

Todos os hibridos foram avaliados contra o 7. b. brucei e mostraram um perfil de

atividade muito semelhante a atividade anteriormente exibida contra o 7. cruzi, com toda

a série apresentando bons resultados, compardveis ao farmaco de referéncia, em
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comparagdo com o farmaco de referéncia fexinidazol (estrutura nimero 3 da introdugao),
que possui em sua estrutura um anel imidazolico nitrado na posicao 5. Na avaliagdo in
vitro frente a tripomastigotas de 7. brucei, destaca-se o hibrido H2, que apresentou valor
de Clso abaixo de 1,0 uM, apresentando-se mais potente do que o farmaco de referéncia,
o fexinidazol (Tabela B), nesse modelo in vitro. O indice de seletividade em dois modelos
diferentes de células de mamiferos foi muito promissor, com destaque para H2 ¢ HS, que

apresentaram SI entre 103 e 492, dependendo do tipo celular avaliado.

5. Afinidade de ligacdo entre albumina e H2

Dentre os novos derivados hibridos de piperina, do tipo 1,2,4-triazol-3-tioalquil-
nitroimidazol (H1-H10) sintetizados e avaliados nesta tese, que apresentaram perfis
antiparasitarios relevantes, o hibrido H2 foi selecionado como modelo para estudar as
interagdes com a albumina sérica humana (ASH), a principal proteina globular dacorrente
sanguinea humana, responsavel pela distribuicdo de varios compostos endogenos e
exogenos (PITASSE-SANTOS et al., 2022). Além disso, em trabalho recente, Zhao
(2025) descreve a importancia do estudo das interagdes de novos hits com ASH, em
etapas preliminares do desenvolvimento de farmacos, pois essa andlise permite
demonstrar, de forma estratégica, a possibilidade de interagdes favoraveis as proteinas
plasmaticas, especialmente a albumina, o que pode ajudar a prever a possibilidade de
€xito nas etapas seguintes, como na analise in vivo. Trazendo dados significativos quanto

a seguranca e eficacia dessa nova entidade, reforgando assim seu papel como fator critico

na etapa de planejamento de candidatos a farmacos.

A andlise qualitativa preliminar sobre a ligagdo ASH:H2 foi realizada por
espectroscopia de absorcdo de UV. A Figura 11A mostra a absor¢do de UV da albumina
sem e na presenca de H2 na concentracdo mais alta usada na andlise de fluorescéncia de
estado estavel (Figura 11B). Nesse caso, hd um aumento na absor¢do na faixa de 265-
300 nm (transigdo n-m*), que ¢ atribuido a ligacdo do H2 a albumina. No entanto, para
avaliar se o efeito hipercromico observado ¢ de fato uma consequéncia da interagdo
ASH:H2, e ndo simplesmente uma contribuicdo da absorcdo hibrida, o espectro de
absor¢ao de ASH:H2 foi subtraido pelo sinal de H2, resultando na mesma tendéncia
detectada anteriormente, indicando uma associagdo de estado fundamental. Esse tipo de

associagdo foireforcado pela andlise de fluorescéncia em estado estacionario, na qual os
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valores da constante de taxa de extingdo bimolecular (ky) (Tabela 5) sdo cerca de 10.000
vezes mais altos do que a constante de taxa de difusdo maxima na agua (kaiy= 7,40 x 10°
M-1s1a 298K, de acordo com a teoria de Smoluchowski-Stokes-Einstein), concordando
com os valores médios de tempo de vida da fluorescéncia (Tmedio) bastante semelhantes
entre ASH livre ¢ ASH:H2 (Tabela 5 e Figura 11C) (MONTALTI et al., 2006). A
associacao adicional ao estado fundamental (mecanismo de extingdo de fluorescéncia
estatica) foi reforgada pelas diferencas nos graficos de Stern-Volmer com base em dados
de fluorescéncia de estado estavel (Fo/F, graficos lineares com valores superiores a
unidade) e dados de fluorescéncia resolvidos no tempo (to/t, todos os valores proximos a
unidade) (Figura 11D). Como um mecanismo estatico estd envolvido na extingdo da
fluorescéncia da albumina por H2, os valores da constante de extingdo de Stern-Volmer
(Ksv) podem estimar a afinidade de ligagdo (Tabela 5 e Figura 11D) (CHAVES,
OTAVIO A. et al., 2024; MORENO et al., 2022). Os valores de Ksy obtidos estdo na
faixa de 10*a 103 M-! (Tabela 5), o que significa um perfil interativo moderado que pode

resultar em uma concentragao vidvel de H2 na corrente sanguinea humana (CHAVES,
OTAVIO A. etal., 2016; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

De acordo com a andlise de Ross e Subramanian, o sinal e a magnitude dos
parametros termodinamicos, ou seja, as alteragdes de entalpia (AH®) e entropia (AS°) sdo
importantes para determinar as forgas de interagcdo envolvidas nas interagdes proteina-
ligante (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). Nesse sentido, foi realizada a analise de van't
Hoff (Figura 11E), ¢ 0 AS° = 0,173 + 0,013 kJ mol'! K-' ¢ 0 AH®=35,1 + 4,1 kJ mol"!
(Tabela S ¢ Figura 11E) obtidos podem ser relacionados as forgas hidrofébicas e ao
processo de dessolvatacdo. Dessa forma, a espontaneidade (AG® < 0, Tabela 5) da
associacgio ASH:H2 ¢é apenas orientada entalpicamente (CHAVES, OTAVIO
AUGUSTO et al., 2016). Por fim, a analise estrutural do dicroismo circular (CD) mostra
que o H2 se liga a albumina sem perturbar significativamente o contetido da estrutura
secundaria da biomacromolécula (Figura 11F e 11G) (CHAVES, OTAVIO AUGUSTO
et al., 2017). E importante destacar que a albumina tem trés principais locais de ligagdo
viaveis: subdominio ITA (local I), subdominio IITA (local IT) e subdominio IB (local I1I)
nos quais a varfarina, o ibuprofeno e a digitoxina se ligam seletivamente,
respectivamente. Para identificar o principal local de ligagdo do H2 a albumina, foram
realizados ensaios de deslocamento de drogas sem e na presenca de varfarina, ibuprofeno

ou digitoxina (Figura 11H). Conforme mostrado na Figura 111, o valor de KSV para
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ASH:H2 diminuiu em cerca de 20,3% na presenca de digitoxina, indicando que o
subdominio IB ¢ a principal bolsa de ligacdo ao H2. Provavelmente, o local III foi
detectado como a principal bolsa de ligagdo ao hibrido devido ao alto volume estrutural
desse composto, o que esta de acordo com o tipo de conteudo estrutural dos compostos

que se ligam ao subdominio IB, por exemplo, porfirinas, ftalocianinas, corolas e
doxorrubicina (CHAVES, OTAVIO AUGUSTO et al., 2020; ZSILA, 2013).
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Figura 11. (A) Espectros de absorcdo de UV para ASH (4,0 uM) sem e na presenca de
H2 na concentragdo méaxima de ligante usada na analise de fluorescéncia em estado
estacionario (8,0 uM). (B) Espectros de emissao de fluorescéncia em estado estacionario
(Aexc =280 nm) para ASH sem e apos adigdes sucessivas de H2 (0,2, 0,4, 4,0, 6,0 e 8,0
uM) a 310K. 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 uM) a 310K. (C) Decaidas de
fluorescéncia resolvidas no tempo para ASH (4,0 pM) sem e com H2 sob a concentracao
mais alta de H2 usada na analise de fluorescéncia em estado estavel a 300K. (D) Graficos
de Stern-Volmer para a interagio ASH:H2 em PBS. (E) Grafico de Van't Hoff com base
nos valores de Ksy para ASH:H2. (F) Os espectros de CD para ASH sem e com H2
(proporgoes 1:0 e 1:8). (G) Conteudo da estrutura secundaria (%) de ASH livre e
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ASH:H2. (H) Graficos de Stern-Volmer para ASH:H2 sem e com os marcadores de local
warfarina, ibuprofeno ou digitoxina a 310K. (I) Os valores de Ksy para ASH:H2 sem e na

presenca de cada marcador de local a 310K.

Tabela 5. Parametros de fluorescéncia de estado estavel para a ligagdo ASH:H2 em cinco
temperaturas diferentes e parametros de fluorescéncia resolvidos no tempo para a ligacao

ASH:H2 em diferentes concentragdes hibridas a 300K.

Fluorescéncia em estado estacionario Fluorescéncia resolvida no tempo
T Ksv kq (x1013) AHP AS8° AG° [H2] 7 Rel © Rel. Tmédia
®  x10y M) (kImol!) (kImol'KT) (kJmol') (M) (ns) %  (ns) % (ns)
(0]

300 8,70+0,47 1,66+0,09 35,1 +4,1 0,173 £0,013 -16,7 0,0 1,50 17,0 5,99 83,0 5,23
305 9,75+0,44 1,86+0,08 -17,6 0,2 1,40 20,6 5,80 79,4 4,89
310 11,8+0,64 2,26+0,12 -18,4 0,4 1,41 15,3 5,87 84,7 5,19
315 16,4+0,94 3,14+0,18 -19,3 0,6 1,38 15,5 5,77 84,5 5,09
320 20,2+0,96 3,85+0,18 -20,2 0,8 1,61 18,4 5,87 81,6 5,09
1,0 1,37 16,1 5,78 83,9 5,07

2,0 1,52 18,5 5,82 81,5 5,02

4,0 1,45 18,5 5,63 81,5 4,86

6,0 1,48 20,0 5,64 80,0 4,81

8,0 1,58 22,9 5,62 77,1 4,69

6. Estudo in silico
6.1.Succinato desidrogenase (TcSDH)

6.1.1. Modelagem de TcSDH e refinamento estrutural
A modelagem individual de todas as subunidades de TcSDH teve éxito e os dados
de avaliacdo dos modelos obtidos por modelagem comparativa no servidor Swiss-Model
se encontram no material em anexo (Tabela S1). As métricas de qualidade assumiram

valores adequados e os critérios de pontuagdo Z-QMEAN estimam modelos individuais

com alta confianca.

Como a subunidade TcSDHB apresenta uma conformagdo heterodimérica
totalmente distinta das subunidades SDHB de outras espécies(MORALES et al., 2009),
foi necessaria a utilizacdo do servidor PHYRE?2 para explorar um método que combina a

modelagem comparativa com a modelagem ab initio. A subunidade TcSDHB foi

83



modelada com alto grau de confianca (>90% na estimativa global) e apresentou 92% de
cobertura com o molde principal (Tabela S2 no material em anexo). Devido a sua
conformagdo singular, o servidor PHYRE? empregou moldes adicionais para regides que
ndo se alinharam adequadamente ao molde principal e secundéario, cuja modelagem
alcancou 100% de confianga e identidade de sequéncia de aproximadamente 49%, valor
considerado satisfatorio para modelos de alta precisdao, conforme os critérios
estabelecidos na literatura (>30%) (PEARSON, 2013; XIANG, 2006). Além disso, treze
outros moldes foram utilizados para refinar segmentos inicialmente ndo cobertos,
garantindo quase 100% de cobertura estrutural nas regides modeladas. Importante
destacar que as regides funcionais, como o sitio de ligacdo da ubiquinona (Qp) e dos trés
aglomerados de ferro-enxofre, foram modelados com alta confianca. Além disso, as
predicdes de estrutura secundéria estiveram em concordancia com os moldes utilizados,

e a analise de conservagdo de residuos revelou alto grau de conservagdo nas regioes

cataliticas.

A resolugdo dos conflitos estéricos apdés a montagem e unido das subunidades
individuais de TcSDH foi precedida da minimizacdo de energia com simulagdes curtas

de dindmica molecular discreta (Tabela S3 no material em anexo).

A avaliagdo das métricas de qualidade indica que o modelo construido se apresenta
viavel para a docagem dos ligantes com seguranga, pois evidencia 6tima conservagao e
confianga, principalmente, dosresiduos necessarios para a catalise proteica e criticos para
a interacao com os ligantes, especialmente os que constituem os sitios ativos dicarboxilato

e ubiquinona (Qp).

6.1.2. Estudo de docagem para os novos hibridos

Os perfis de interagdo para os ligantes hibridos (H1-H10) no sitio dicarboxilato
indicam poses quase sobrepostas (RMSD = 0,987 A), com uma complementaridade
volumétrica e estrutural notével, ocupando toda a extensdo do sitio ativo (Figura 12B).
Todos os grupos nitroimidazois se encontram orientados para o sentido datriade catalitica
(Arg413, Ala416 e Arg301), exercendo as interagdes mais relevantes por meio de ligagdes
de hidrogénio com esses residuos, principalmente (Figura 12B e Figura 13). Apenas o
anel ciclohexil de H3, H6 ¢ H7 estdo orientados, em uma pose, de forma invertida aos

dos demais ligantes hibridos, em uma interacao hidrofobica com Ile422 ao invés de
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exercer a mesma interacdo com His61, Ala64, His368 e Ala65, como no caso dos outros

ligantes da série.

Comparativamente, também foram avaliados os perfis de interacao para a piperina,
2 e o benznidazol. Além de ndo apresentarem interagdes com a triade catalitica, a pose
para esses ligantes descreve interagdes com residuos de aminoacidos da parte central do
sitio dicarboxilato, com enfoque para as ligacdes de hidrogénio com Ser418, Ala3l,
Ser34, Glu402 e Thr62 (Figura 13). Como precursores estruturais, a piperina e 2
conservaram uma pose de interacdo parcial em relagdo aos hibridos H1-H10 (Figura
12A).

(A)
Arg413

Ala416

Arg301

(B)
Arg413

Ala416

Arg301

Figura 12. Seccdo longitudinal da superficie de interacdo do sitio dicarboxilato de
TcSDH (contorno e fundo em cinza) evidenciando a pose de interacdo para os ligantes
(A) piperina (dtomos de carbono em ciano), 2 (4tomos de carbono em laranja),
benznidazol (dtomos de carbono em verde) e (B) H1-H10. Atomos de hidrogénio
ocultados para melhor visualizagdo. A posi¢cao dos residuos Arg301, Ala416 e Arg413,
que constituem a triade catalitica, estd demarcada na figura. Figura gerada com o
programa PyMOL 3.1 (Schroédinger, LLC).
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Benzonidazol

SER GLU
A:34 A:402
HIS
A6l

|\

THR
A:62
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[[] carbonHydrogen Bond Pi-Akyl

Figura 13. Intera¢cdes com visualizagdo bidimensional dos ligantes piperina, 2, H1-H10
e benznidazol no sitio dicarboxilato de TcSDH. Interagdes obtidas apds a reotimizacao

dos complexos com o método semiempirico PM?7. Figura gerada com o programa

Discovery Studio 25.1.0.24284 (Dassault Systémes).

A capacidade dos compostos de estabelecer muitas interagdes com TcSDH deve-
se, em parte, a estratégia de hibridizacdo molecular que conferiu aos compostos meios de
usufruir de toda a extensdo do sitio dicarboxilato. Posicionado no centro do sitio ativo, é
previsto que o grupo triazol de H1-H10 realiza ligacdes de hidrogénio com Ser418,
empilhamento amida-z com His61 e empilhamento # com Tyr369 (Figura 13). A
intera¢do do tipo anion-r com Glu402 destacada pelo programa Discovery Studio deve
ser tratada com cautela, visto que esse tipo de interagcdo so € esperado ocorrer com anéis
aromaticos deficientes em elétrons, o que ndo deve ser o caso aqui. Uma limitagdo do
programa ¢ que as interagdes sdo identificadas por ele a partir de critérios puramente

geométricos, sem levar em consideragdo os aspectos eletronicos das interagoes.

Enquanto o grupo nitroimidazol dos hibridos interage com Arg413, Ala416 e
Arg301, beneficiando-se da regido com o maior perfil de doadores e aceptores de ligacao
de hidrogénio, o grupo benzodioxola esta posicionado na zona de carater mais aromatico

do sitio ativo, mas participando de ligacdes de hidrogénio com Ala31 e Lys54 (Figura
13).

Revelado pelas poses de docagem, a modificacio do nimero de carbonos nos
espacadores metileno parece ndo ter efeito relevante no modo de interacao de H1-H10,

visto que os maiores espacadores sofrem uma torcdo significativa para permitir a
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aproximagdo do grupo nitroimidazol com a triade catalitica (Figura 12B). O efeito da
posi¢cdo do grupo farmacoforico 2-nitroimidazol dosligantes H2, H5 e H8, foi perceptivel
ao verificar que a geometria das ligagdes de hidrogénio era favorecida por uma orientagao

mais refinada e distancias de ligagdo menores, principalmente, em relagdo a Arg4l3,

Ala416 e Arg301.

Nas melhores poses obtidas para H1-H10, todos os descritores energéticos para a
interacdo com o sitio dicarboxilato (Tabela 6) sdo superiores aos do ligante de referéncia
fumarato (Tabela S5 no material em anexo). Ademais, ¢ notavel que as entalpias de
interacdo calculadas (AHint) para os ligantes com atividade in vitro mais promissora (H2,
HS e H8) sdo as que detémde valores mais favoraveis. Nesse conjunto de dados, os outros
descritores deintera¢do ndo conseguiram refletir precisamente a qualidade das interacdes,
mas todos evidenciaram uma maior afinidade de H1-H10 em TcSDH quando comparado

a piperina e 2.

Tabela 6. Descritores de interagdo calculados para a pose dos ligantes piperina, 2, H1-

H10 e benznidazol no sitio dicarboxilato de TcSDH.

Pontuacao de

Ligantes docagem (ChemPLP) Pontuac¢ao normalizada AHjp¢ (kcal/mol) AGying (kcal/mol)
Piperina 69,93 25,34 -25,73 -9,26
2 68,74 23,50 -37,42 -11,77
H1 102,98 31,18 -53,68 -18,35
H2 103,02 31,49 -57,73 -18,19
H3 106,80 32,34 -43,80 -18,45
H4 109,42 33,45 -50,44 -17,70
H5 91,52 27,71 -56,92 -19,28
Ho 95,12 28,54 -47,96 -18,83
H7 87,11 26,38 -41,64 -19,15
HS8 89,72 26,92 -56,12 -20,01
H9 93,94 27,94 -49,82 -18,16
H10 97,82 29,35 -48,57 -18,43
Benznidazol 62,60 23,45 -51,38 -8,55

A analise das melhores poses obtidas para H1-H10 no sitio ubiquinona (Qp) de
TcSDH revela uma sobreposi¢io muito efetiva (RMSD = 0.993 A). Assim como no sitio
dicarboxilato, os ligantes adotaram uma conforma¢dao muito complementar a superficie
do sitio catalitico (Figura 15B). Os grupos nitroimidazol, triazol e ciclohexil se

encaixaram dentro da cavidade de ligacao principal e foram responsaveis por exercer as
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principais interagdes que o ligante de referéncia realiza com esse sitio ativo, com enfoque

para a interacdo com Trp440, Tyr233, Trp36 ¢ Arg43.

Paralelamente, os perfis de interagdo para a piperina, 2 e benznidazol evidenciam
interagdes parciais ou integrais com esses mesmos residuos (Figura 14). Enquanto o
benznidazol se encaixa completamente na cavidade principal de ligacao, a piperina e 2
conservaram uma pose de interagdo parcial em relacdo aos hibridos H1-H10 (Figura
15A). As interagdes mais relevantes realizadas pela piperina e 2 sdo relativamente mais
fracas, quando comparadas as do benznidazol e da série de ligantes hibridos, podendo
citar interagdes com Met37, Trp440, Trp439 e Trp36. Somente uma ligagdo dehidrogénio
foiaveriguada entre o anel triazol de 2 e Tyr233. Em contrapartida, o benznidazol interage
fortemente com o sitio ubiquinona por meio de ligacdes de hidrogénio com Ser39,

GIn437, Tyr233 e Trp440, e ainda por meio de empilhamento 7 com Trp36 e cation-z
com Arg43 (Figura 14).
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Figura 14. Interacdes com visualizagdo bidimensional dos ligantes piperina, 2, H1-H10
e benznidazol no sitio ubiquinona (Qp) de TcSDH. Intera¢des obtidas apds a reotimizacio

dos complexos com o método semiempirico PM?7. Figura gerada com o programa
Discovery Studio 25.1.0.24284 (Dassault Systémes).

A estratégia de hibridizacdo molecular permitiu a ampliagdo das interagdes para
além da cavidade principal, possibilitando que o grupo benzodioxola realize interagdes
adicionais hidrofobicas com Met37 (Figura 14). O grupo triazol, por sua vez, foi
responsavel por interagir com Tyr233 via ligagdo de hidrogénio. O atomo de enxofre do
espacador tioalquil teve relevancia para a manuten¢do da interacdo com Trp440. Ha

também interagdes com Trp439 ou Tyr233 nos complexos de H1, H3, H4, H7, H8 ¢ H10.

A modificagdo da extensdo dos espagadores metileno em H8, H9 ¢ H10
permitiu uma interagdo adicional com Trp440 devido a maior tor¢do da cadeia alquilica
para acomodar o ligante dentro da cavidade de ligagdo principal do sitio ubiquinona. O
anel ciclohexil dos ligantes hibridos interagiu eficientemente com Trp439, Leu27, Pro436
e Trp36. Este ultimo, sendo o residuo mais importante desse conjunto de interagdes
(Figura 14). O grupo nitroimidazol apresenta interagdes com Ser39, GIn437, Arg43,
His483 na regido central do sitio ativo por meio de ligagdo de hidrogénio. Interagdes
adicionais também foram efetuadas, seja por interacdo do tipo cation-z ou empilhamento

7, respectivamente, com Arg43 e His483.
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W ) Trp440

Figura 15. Superficie de interacdo do sitio ubiquinona (Qp) de TcSDH (superficie em
cor rosa claro) evidenciando a pose de interagdo para os ligantes (A) piperina (atomos de
carbono em ciano), 2 (4&tomos de carbono em magenta), benznidazol (d&tomos de carbono
em amarelo) e (B) H1-H10. Atomos de hidrogénio ocultados para melhor visualizagio.
A posi¢ao dosresiduos Met37, Trp36, Trp440 e Tyr233, relevantes para a interacdo com
os ligantes, estd demarcada na figura por circulos em cor vermelha. Figura gerada com o

programa PyMOL 3.1 (Schrodinger, LLC).

Nas melhores poses obtidas para H1-H10, todos os descritores energéticos para a
interagdo com o sitio ubiquinona (Tabela 7) s3o superiores aos do ligante de referéncia
flutolanil (Tabela S5 no material em anexo). Novamente, as entalpias de interacdo
calculadas (AHint) para os ligantes com atividade in vitro mais promissora (H2, H5 ¢ H8)
sdo as que detém de valores mais favoraveis, e os outros descritores de interacdo nao
conseguiram discriminar precisamente a qualidade das interagdes entre os hibridos. Nao
obstante, continuam evidenciando uma maior afinidade de H1-H10 em TcSDH quando

comparado a piperina e 2.
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Tabela 7. Descritores de interagdo calculados para a pose dos ligantes piperina, 2, H1-

H10 e benznidazol no sitio ubiquinona (Qp) de TcSDH.

Pontuacio de

Ligantes docagem (ChemPLP) Pontuacio normalizada AHjy¢ (kcal/mol) AGping (kcal/mol)
Piperina 67,59 24,49 -16,30 -5,94
2 68,29 23,35 -35,01 -9,00
H1 81,75 24,75 -60,42 -11,92
H2 87,05 26,61 -66,72 -12,78
H3 81,22 24,59 -47,31 -11,95
H4 84,68 25,88 -47,89 -12,89
H5 81,52 24,68 -60,68 -12,99
H6 79,91 23,98 -52,82 -12,04
H7 80,81 24,47 -40,00 -12,29
HS8 80,65 24,20 -64,80 -13,69
H9 77,74 23,12 -48,55 -12,62
H10 80,07 24,02 -55,89 -11,67
Benznidazol 66,30 24,84 -48,43 -8,60

6.1.3. Correlacido dos descritores de interacio com os dados experimentais
Embora diversas varidveis possam influenciar a atividade tripanocida dos
compostos deste estudo, a andlise estatistica revelou uma alta correlacao logica entre as
entalpias de interacdo calculadas (AHint) € 0os valores experimentais de Clso (uM) em
amastigotas de 7. cruzi (Tabela 8). Assumindo o modelo de regressao linear simples para
a interagdo da piperina, 2, HI1-H10 e benznidazol nos sitios dicarboxilato e ubiquinona
de TcSDH, verificou-se, especificamente, coeficientes de determinagdo excelentes (R>=
0,9669 e R?=0,9164), indicando um ajuste significativo do modelo em fun¢io do conjunto
de dados explorado (Figura 16). Para os outros termos de interagdo ndo houve
correlagdes significativas (Tabela S7). Especificamente neste caso, a proporcionalidade
direta entre 0 AHint € 0s valores de Clso sugerem que a atividade dos ligantes hibridos ¢

essencialmente determinada pelas entalpias de interacao.
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Tabela 8. Resultados para o estudo estatistico de correlagdo dos dados teoricos e
experimentais nos sitios ativos ubiquinona (Qp) e dicarboxilato de TcSHD. Variavel

dependente (Y) = Clso amastigotas de 7. cruzi (WM). Método: regressao linear simples (N
= 13 ligantes: piperina, 2, H1-H10 e benznidazol).

Sitio dicarboxilato Sitio ubiquinona (Qp)
Descritor de interacio R? Equacao da reta | Descritor de interacao R? Equacao da reta
=0,553x + y =0,3523x +
AH;nt (Kcal/mol 0.9669 y ’ AH;n¢ (Kecal/mol 0.9164 i
e ) 31,866 it ( ) 22,918
Sitio dicarboxilato Sitio ubiquinona
20
y =0,553x + 31,866 20
R? = 0,9669 e 18 y=0,3523x + 22,918 .

g - 16 _ R?=0,9164 <
= 14 2 5
E] 12 5
- Kl 10 e ‘ 10
% >‘ % ° )
3 g #0R . .
gﬂ 9 £ 6 gu f-'
u X 4 f: s .
E o g o270 0

A e 2 GE 80 70 ' 60 50 -40 30 20 10 0
S - o

-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 9 0 5

AH,, (Kcal/mol) AHi (Kcal/mol)

Figura 16. Graficos para a regressdo linear simples nos sitios ativos dicarboxilato e
ubiquinona (Qp) de TcSHD, considerando as entalpias de interagdo calculadas para os
ligantes piperina, 2, HI1-H10 e benznidazol, e a varidvel dependente (Clso (uM)
amastigotas de 7. cruzi) para os mesmos compostos. Método: regressao linear simples (N

= 13 ligantes). Figura gerada com o programa Excel (MICROSOFT CORPORATION,
2025).

Adicionalmente, os resultados sugerem a superioridade do modelo semi-empirico
PMT7 na avaliagdo das interagdes em comparagao com a fungdo de pontuagdo e o modelo
de calculo de energia livre, cujos resultados ndo mostraram correlagdo significativa com
os dados de atividade (Tabela S7 no material em anexo). A utilizagdo do método PM?7,
parametrizado para reproduzir as entalpias de formacdo, foi crucial para gerar um
descritor de interagdo que, quantitativamente, foi capaz de revelar de modo apropriado as

interagdes entre os ligantes e a TcSDH, além de indicar, conjuntamente com as outras
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evidéncias, que H1-H10 podem interagir com ambos os sitios cataliticos da enzima de 7.
cruzi. Esses dados auxiliam na interpretacdo dos resultados da avaliagdo bioldgica e
podem explicar um mecanismo de acdo com alto potencial terapéutico e ainda pouco

explorado.

6.2.Esterol 14a-demetilase (14DM)

Como o T. cruzi tem defesas antioxidantes rudimentares, os desreguladores do
equilibrio redox sdo candidatos promissores para novos medicamentos
antitripanossomicos (MENDONCA et al., 2018). Nesse sentido, para oferecer percepgoes
do ponto de vista atdmico sobre a capacidade inibitoria do composto 2 e H1-H10, foram
realizados calculos de acoplamento molecular para a esterol 14a-demetilase (14DM). A
14DM, também conhecida como citocromo P51 (CYP51), ¢ o unico membro
funcionalmente conservado da monooxigenase do citocromo da superfamilia do
citocromo P450 (CYP450), encontradaem todos os reinos biologicos. Essa enzima carece
completamente de promiscuidade de substrato, catalisando a remog¢do oxidativa do grupo
l140-metil do ntcleo do esterol. A 14DM ¢ fortemente inibida por compostos
heterociclicos, por exemplo, derivados de imidazol e triazol, que se coordenam com o
ferro ferroso (ferro protoporfirina IX, grupo HEME), afetando a ligagdo e a catalise do

substrato (FRANCO, CAIO H. et al., 2020).

A Tabela 9 resume os valores mais altos de pontuacao de acoplamento ap6s 10
execucdes/cada composto para a interagdo 14DM:2/H1-H10. O valor da pontuacio de
acoplamento (adimensionais) de cada pose foi considerado como o valor negativo da
soma dos termos de energia do componente do tipo mecanico-molecular na associagio
biomacromolécula-composto; portanto, quanto mais positivo for o valor da pontuagao,
melhor serd a interagdo. Nesse caso, o0 composto 2 apresentou o valor de pontuacao de
acoplamento mais baixo do que os hibridos para 14DM, indicando uma baixa capacidade
inibitoéria, de acordo com a tendéncia experimental de Clso. Além disso, o maior valor de
pontuagao de acoplamento foi obtido para 14DM:H1-H10, principalmente devidoao tipo
de forcas interativas envolvidas na associagdo, indicando uma capacidade inibitoria

superior a de seu precursor 2.

Como exemplo, a Figura 17A-17G mostra a melhor pose de acoplamento de cada

composto para 14DM, destacando que o nitrogénio do nucleo de 1,2,4-triazol-3-tiol dos
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hibridos pode se coordenar com a espécie inorganica do complexo protético de ferro
ferroso na estruturade 14DM (Figura 17A-17C), sendo uma interacao mais significativa
em termos de energia do que as interagdes apenas com residuos de aminoacidos, como
ocorre para RT:H1-H10. Os resultados in silico sobre a coordenagao entre o nucleo de
1,2,4-triazol-3-tiol doshibridos com Fe(Il) do grupo HEME sdo vidveis devido aos dados
cristalograficos relatados para os potenciais inibidores de 7. cruzi 4-(4-clorofenil)-N-[2-
(1H-imidazol-1-il)-1-feniletil]benzamida (VNF) e posaconazol, que também mostraram
a mesma tendéncia com o grupo HEME do 14DM (LEPESHEVA et al., 2010). Além
disso, para o 14DM, os compostos H2, HS ¢ H8 que apresentaram o menor valor
experimental de Clso tinham praticamente a mesma pose de acoplamento (Figura 17C),
enquanto o composto 2, que apresentou o maior valor experimental de Clso, foi acoplado
de forma diferente e ndo se coordenou com o Fe(II). Isso provavelmente ocorre devido a
presenga do 2-nitroimidazol que estd encaixado no sitio de potencial eletrostatico
negativo do 14DM (Figura 17D-17G), levando a pose dos hibridos a se coordenar com
o Fe(Il).

Além disso, os resultados in silico também sugeriram que o aumento da quantidade
de metilenos conectores entre a por¢do 2-nitroimidazol e o nucleo 1,2,4-triazol-3-tiol
aumenta a flexibilidade dos hibridos no dominio de ligagao ao FAD, escapando do local
de interacdo experimental relatado para a mostarda quinacrina e o GCG, concordando
com a tendéncia do valor experimental de Clso. De modo geral, os calculos de
acoplamento molecular sugeriram que a 14DM ¢ um dos alvos vidveis para os hibridos

em estudo, interagindo principalmente nos dominios de ligagdo HEME.

Por fim, como a analise de fluorescéncia mostrou um perfil interativo espontaneo e
favoravel entre a albumina e o H2, também foram realizados calculos de acoplamento
molecular nessa proteina para oferecer uma explicagdo em nivel atdmico sobre a
capacidadede liga¢do. Os valores de pontuacao de acoplamento nos locais I, ITe I1I foram
71,9, 72,2 e 83,1, respectivamente, corroborando os ensaios de ligagdo competitiva que
identificaram o local de liga¢do da digitoxina (subdominio IB, local 1) como a principal
bolsa para o H2. Esse mesmo local de ligacdo foi relatado anteriormente para outros
pequenos compostos organicos heterociclicos, por exemplo, 1,3,4-oxadiazolil-1,2,4-

oxadiazois (fenil/naftil)etenil-substituidos, camptotecina, doxorrubicina, daunorrubicina,

teniposideo, suramina e dicumarol (MAYER et al., 2021; ZSILA, 2013).
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Tabela 9. Valores de pontuagdo de acoplamento (adimensionais) para a interagdo
14DM:2/H1-H10.

Compostos 14DM (HEME-dominio de
ligacao)

2 33,8
H1 37,3
H2 38,4
H3 39,4
H4 39,0
H5 39,8
H6 39,7
H7 38,8
HS8 40,6
H9 40,1
H10 39,8
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Figura 17. (A) Superposi¢ao da melhor pose de acoplamento para 14DM:2/H1-H10 com
a representagdo de zoom correspondente (B, C) no dominio de ligagio HEME. O mapa
de potencial eletrostatico para 14DM acoplado com (D) 2, (E) H1-H4, (F) HS-H7 ¢ (G)
H8-H10 no dominio de ligagio HEME. (H) Melhor pose de acoplamento entre ASH:H2
nos subdominios 1A, IITA e IB (locais I, I e 111, respectivamente) com a representacao de
zoom correspondente (I) e (J) mapa de potencial eletrostatico para albumina. Para melhor
compreensdo, os atomos de hidrogénio foram omitidos e as cores correspondentes dos

compostos foram apresentadas na figura.

7. Avaliacaio ADME-Tox
De acordo com a previsdo teodrica do estudo de farmacocinética, o diagrama
resumido das caracteristicas fisico-quimicas e de semelhanca a farmacos para os ligantes
hibridos H1-H10 evidencia conformidade com todos os parametros dispostos no
hexdgono delimitado (Figura 18A), demonstrando, assim, um potencial adequado

referente ao comportamento farmacoldgico. Apenas os ligantes HS-H10 tiveram um
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pequeno desvio do limite para o parametro FLEX (flexibilidade molecular) devido ao
alongamento da cadeia tioalquil entre os grupos nitroimidazol e triazol. Os parametros
para H1-H4 foram muito bem dispostos no grafico, ocupando idealmente todas as
caracteristicas analisadas. O mesmo se aplica aos ligantes piperina e 2.
Comparativamente, o benznidazol teve um desvio dos valores ideais para o parametro
INSATU (insaturagdo molecular), mas detém conformidade com todas as outras

caracteristicas.

Foi previsto que somente a piperina permeia a barreira hematoencefalica (BHE)
passivamente, ao contrario dos outros ligantes (Figura 18B). Ela, conjuntamente com o
benznidazol e 2, ainda apresentaram alta probabilidade de serem absorvidas passivamente
pelo trato gastrointestinal (TGI). Os ligantes hibridos, por sua vez, estdo contidos na zona
cinza do grafico, indicando que eles ndo apresentam boa absorc¢ao passiva pelo TGI e
permeacdo pela BHE, provavelmente, devido as massas moleculares serem proximas ou
maiores que 500 Dalton. Como um fator importante para garantir biodisponibilidade
apropriada quando se planeja potenciais farmacos administrados por via oral, uma
absor¢ao reduzida pode ser compensada pela poténcia farmacologica (como visto para os

compostos hibridos, especialmente o H2) e por outros mecanismos de transporte ativo

presentes no TGI. Dessa forma, ndo excluindo a qualidade farmacocinética de H1-H10.

Ademais, todos os ligantes foram dispostos como pontos vermelhos no mesmo
grafico, o que indica que eles ndo sdo substratos da glicoproteina-P (PGP-), significando

a auséncia de efluxo celular ap6s passarem pela fase de absorcao.
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Figura 18. (A) Diagrama de biodisponibilidade oral, caracteristicas fisico-quimicas e de
semelhancas a farmacos para os ligantes piperina, 2, HI1-H10 e benznidazol. Os
parametros sdo LIPO: lipofilicidade; SIZE: massa molecular; POLAR: polaridade;
INSOLU: insolubilidade aquosa; INSATU: grau de insaturagdo; FLEX: flexibilidade
molecular. (B) Grafico BOILED-Egg contendo estimativas do perfil de absorcio
gastrointestinal e permeagdo da barreira hematoencefalica (BHE) para os ligantes
piperina (ponto 1), 2 (ponto 2), HI-H10 (grupo de pontos 3) e benznidazol (ponto 4). Os
pontos localizados na elipse branca representam compostos com alta probabilidade de
serem absorvidos passivamente pelo trato gastrointestinal, ¢ os pontos na elipse amarela
sdo para compostos com alta probabilidade de permear através da BHE para acessar o

sistema nervoso central (SNC). Moléculas que ndo se prevé serem bem absorvidas nem
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permeaveis passivamente 3 BHE e TGI estdo na zona cinza. Os pontos coloridos em azul
indicam moléculas que se prevé serem substrato da glicoproteina P (PGP+) e, portanto,

ativamente bombeadas do SNC ou para o limen gastrointestinal. Figuras obtidas do
servidor SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Houve concordancia, principalmente, com a regra dos cinco de Lipinski, para todos
os ligantes, apenas com 1 violagdo para H1, H3 e H5-H10 (massa molecular > 500
Dalton) (Tabela 10). Portanto, estdo aptos a desempenharem caracteristicas semelhantes
as de farmacos, pois até 1 violagdo daregra ¢ tolerada (LIPINSKI et al., 2001). Por meio
do parametro Brenk de quimica medicinal do servidor SwissADME, verificou-se que
houve alertas de formagdo de metabolitos toxicos para todos os compostos. Dentre eles,
destacam-se aceptores de Michael, polienos, tiocarbonilas e grupos nitro. Especialmente
para H1-H10, fragdes moleculares contendo grupos nitro € polienos podem ser gerados

pela metabolizagao in vivo.

Foi previsto que todos os ligantes, exceto o benznidazol sdo potenciais inibidores
de alguma enzima do sistema citocromo microssomal hepatico (Tabela 10). Entretanto,
os efeitos do ato inibitdrio estdo em fungdo da via metabdlica acoplada ao citocromo

P450, e ndo necessariamente serdo negativos ou biologicamente danosos.

Os resultados do estudo para as vias toxicidade especificas com o servidor
ADMETIab 3.0 (CBDD, 2020) indicam que H1-H10 podem interferir com o potencial
da membrana mitocondrial (SR-MMP) (Tabela 10). Como um dos parametros utilizados
para avaliar a funcdo mitocondrial, especificamente na cadeia transportadora de elétrons,

trata-se de mais um achado que corrobora a potencial atividade dos ligantes em TcSDH.

Tabela 10. Pardmetros de quimica medicinal e farmacocinéticos para os ligantes piperina,
2, H1-H10 e benznidazol, obtidos com os servidores SwissADME (DAINA;
MICHIELIN;ZOETE,2017) e ADMETIab 3.0 (FU et al., 2024). Contido na tabela, estao
as previsoes acerca da concordancia com a regra dos cinco de Lipinski, inibicdo das
enzimas do citocromo CYP450, filtros PAINS e Brenk contendo alertas estruturais de
fragdes quimicas com toxicidade conhecida, e vias de toxicidad e biologica (avaliagdo de
multiplos alvos relacionados as principais vias de toxicidade celular e tecidual que podem
ter interacdo com os ligantes em estudo). Para este tltimo parametro: NR-AhR (receptor

de hidrocarboneto arila), NR-Aromatase (aromatase), NR-ER (receptor de estrogénio),
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SR-ARE (elemento de resposta antioxidante), SR-ATADS (Proteina 5 contendo dominio

AAA da familia ATPase), SR-HSE (elemento de resposta ao fator de choque térmico),

SR-MMP (potencial da membrana mitocondrial) e SR-p53 (proteina supressora de

tumor).
Ligantes Lipinski Alvo(scc;){llz;;erals PASIN Brenk Vias de toxicidade
. . Aceptor de Michael NR-AhR, NR-ER, SR-ARE, SR-
Piperina Sim 1A2,2C9, 2C19 0 e polienos ATADS
) Si 1A2,2C9, 2C19, 0 Polienos e NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
m 3A4 tiocarbonila ATADS, SR-HSE, SR-MMP
H1 Sim 209, 2C19, 3A4 0 Nitro e polienos NR'Ammatalf/fMSPR'ARE’ SR-
. . . NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
H2 Sim 2C9, 2C19, 3A4 0 Nitro e polienos MMP, SR-p53
H3 Sim 2C9, 3A4 0 Nitro e polienos NR'Ammata;del’wiR'ARE’ SR-
. . . NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
H4 Sim 2C9, 2C19, 3A4 0 Nitro e polienos MMP, SR-p53, SR-ATADS
) . . NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
HS Sim 2C9, 3A4 0 Nitro e polienos MMP, SR-p53
Hé6 Sim 2C9, 3A4 0 Nitro e polienos NR-Aromatalf/i:fv;R-ARE, SR-
. . . NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
H7 Sim 2C9, 3A4 0 Nitro e polienos MMP, SR-pS3
. . . NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
HS Sim 2C9, 3A4, 2D6 0 Nitro e polienos MMP, SR-p53
HY Sim 209, 3A4, 2D6 0 Nitoepolinos T ATOMmAESE SR-ARE, SR-
. . . NR-Aromatase, SR-ARE, SR-
H10 Sim 2C9, 3A4,2D6 0 Nitro e polienos MMP, SR-p53
Benznidazol Sim Nao 0 Nitro Nao

8. Conclusoes

A hibridizagdo molecular foi empregada como estratégia de modificagdo

molecular para sintetizar os dez novos hibridos (H1-H10). Os hibridos sintetizados

exibiram atividades toxicas seletivas contra amastigotas e epimastigotas de 7. cruzi (cepa

Tulahuen C2C4 LacZ) e T. b. brucei, com destaque para o hibrido H2, que demonstrou

um melhor perfil de atividade do que os respectivos farmacos de referéncia usados nos

tratamentos atuais. Dentre esses hibridos, aqueles com o grupo nitro na posi¢ao 2 do anel

imidazolico (H2, H5 e HS8) apresentaram a melhor atividade antiparasitdria da série
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(maiores poténcias). A hibridizacdo molecular usando o grupo farmacoférico do
metronidazol também foi bem-sucedida, com H1 apresentando ganhos significativos na
poténcia antiparasitaria e no indice de seletividade contra a forma replicativa mais
importante de 7. cruzi. Além disso, o estudo cinético realizado com H2 frente a
epimastigotas do 7. cruzi evidenciou que este hibrido atua rapidamente contra os
epimastigotas de 7. cruzi, sugerindo que, diferentemente do benznidazol, o H2 pode
operar por meio da combinag¢do de diferentes mecanismos de agdo dentro da célula do
parasita, exigindo uma duragdo de tratamento mais curta e menores concentragdes para
comprometer a integridade do 7. cruzi. Além disso, os hibridos foram menos citotoxicos
contra varias células de mamiferos. Finalmente, usando analise de fluorescéncia, o estudo
do perfil de interagao entre H2 e albumina sérica humana revelou a ocorréncia de
interagdo espontdnea e favoravel. Os estudos de modelagem molecular e a analise
estatistica dos dados contribuiram para a proposi¢ao de um mecanismo de acao adequado
para os compostos hibridos deste trabalho. O conjunto completo das poses de docagem
para H1-H10 e seus descritores de interacdao revelaram que eles tém potencial para
interagir com ambos os sitios cataliticos de TcSDH com afinidades similares. A analise
dos resultados indica que o processo ¢ fortemente determinado pela entalpia de interacao,
visto que 6timas correlagdes entre a atividade e esta quantidade foram observadas, para
ambos os sitios, com um desempenho ligeiramente superior para a interagdo no sitio
dicarboxilato de TcSHD, o que poderia indicar que esse seria o sitio preferencial de acao.
Os estudos de modelagem in silico na enzima CYP51 corroboraram a hipdtese de que
também pode ser um alvo vidvel para os hibridos sintéticos derivados piperinicos que
ostentam a por¢ao triazolica em sua estrutura, interagindo principalmente com o dominio
de ligagio HEME. Esses resultados ilustram que a série projetada a partir de derivados
triazolicos da amida natural piperina, homologados aos nitroimidazois, que sdo grupos
farmacoforicos de significativa importancia no tratamento de doengas causadas por
tripanossomatideos, representa uma excelente estratégia para o desenvolvimento de
novos derivados com atividades antiparasitarias de amplo espectro. Os impactos das
estratégias de modificagcdo molecular dosligantes hibridos foram captados pelos métodos
computacionais utilizados neste trabalho, indicando, sobretudo, que a presenca do
farmacoforo 2-nitroimidazol nos ligantes otimiza a geometria e a intensidade das
interagdes com os principais residuos de aminoacidos do sitio dicarboxilato e ubiquinona

de TcSDH. Esses achados podem explicar satisfatoriamente o perfil de atividade superior
dos derivados H2, HS ¢ HS.
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CAPITULO 2
Contribuicio para a quimioterapia da tripanossomiase humana:
projeto, sintese e avaliacao biologica de 2-nitroimidazois diméricos
contra amastigotas de Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei
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Fexinidazol para tripomastigotas “bloodstream” de T. b. brucei 1,20

uM
dentro da mesma estrutura, enquanto
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Resumo

Tratamentos eficazes e seguros para doengas tropicais negligenciadas causadas por
parasitas, como a doengade Chagas e a doenga do sono, ainda sdo escassos, representando
um desafio significativo para pesquisadores em todo o mundo. O planejamento racional
de compostos diméricos, inspirados unicamente no nucleo farmacoforico do benznidazol
(2-nitroimidazol) provou ser uma estratégia promissora. O aumento do ligante entre as
unidades ativas melhorou a interagdo com TcNTR, facilitando a bioativacdo desses
dimeros mais longos em comparagdo com os mais curtos. A avaliagdo bioldgica
confirmou essa previsao, demonstrando que todos os compostos foram ativos contra
formas amastigotas replicativas e intracelulares de 7Trypanosoma cruzi (Tulahuen C2C4-
LacZ). Notavelmente, os dimeros de cadeia mais longa exibiram poténcia notavel (Cls <
1,0 uM). Esses compostos também mostraram atividade significativa contra 7. b. brucei
(T. b. brucei 427) e demonstraram citotoxicidade muito baixa em células de mamiferos,
destacando sua seletividade, especialmente entre os dimeros de cadeia mais longa. Esses
dados corroboram o desenvolvimento de derivados diméricos de 2-nitroimidazol como

agentes antiparasitarios seletivos e de amplo espectro contra tripanossomatideos.
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enzima nitrorredutase de Trypanosoma cruzi (TCNTR).

1. Planejamento da série

Tendo em vista a relevancia da posi¢ao dos grupos nitro-heterociclos no capitulo
anterior, este capitulo visa tracar um panorama especifico da importancia desses
nitroimidaz6is em uma abordagem de planejamento molecular diferente. Visto que na
terapia antiparasitéria, sabe-se que o nucleo nitroimidazélico € o principal farmacoforo
presente na estrutura do benznidazol, sendo um fragmento indispensavel que garante sua
atividade antiparasitaria, especialmente apos ativagdo pela enzima nitroredutase do 7.
cruzi (TcNTR), gerando danos irreversiveis as biomacromoléculas da célula do
parasita(GARCIA et al., 2005; HALL; WILKINSON, 2012; TROCHINE et al., 2014)..
Nesse sentido, a dimerizagdo de fragmentos ativos tem sido amplamente explorada como
uma estratégia de planejamento molecular para melhorar a interagio bioldgica farmaco-
alvo e além das propriedades farmacologicas (PAQUIN; REYES-MORENO; BERUBE,
2021). Essa abordagem produz resultados interessantes no planejamento de dimeros com
potencial antiparasitario, conforme demonstrado no trabalho de Barbaras e colaboradores
(2008) , onde a atividade promissora de dimeros de nostocarbolina sintética contra 7.
brucei e Plasmodium falciparum foirelatada (BARBARAS et al., 2008a). Bem como no
trabalho de Sijm e colaboradores , onde foi explicado que os dimeros de fenil-pirazolona
sdo uma nova classe de agentes anti-7. cruzi (SIJM et al, 2019). Também € possivel
encontrar diversos trabalhos que utilizam essa abordagem na quimioterapia para certos

tipos de cancer, apresentando resultados promissores (BERUBE, 2005; CHOW; CHAN,
2009; JEYADEVAN et al., 2004).

A estratégia de dimerizagdo do grupo farmacofoérico pode impactar a poténcia da
molécula dimérica de diferentes maneiras, dependendo do tipo de interagdo e da estrutura
do receptor (PAQUIN; REYES-MORENO; BERUBE, 2021). O fato de cada molécula
planejada possuir duas unidades de nitroimidazélicas em sua estrutura duplicaria a
concentracao de farmacoforos proximos ao alvo bioquimico, aumentando a probabilidade
de ocorréncia das interagdes necessarias para a ocorréncia dos efeitos biologicos
desejados. Sabendo da importancia da atividade dos grupos nitroheterociclos nos

farmacos utilizados no tratamento de doengas infecciosas, foi planejada uma série de
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dimeros 2-nitroimidazolicos, com o objetivo de aumentar a disponibilidade desta unidade
biologicamente ativa em uma mesma estrutura, variando apenas o tamanho da cadeia
metilénica espacadora entre essas por¢des nitro-heterociclicas (Figura 1). Essa maior
concentracao de unidade ativa, através do uso do dimero, no interior do parasito pode

gerar um maior desequilibrio redox em detrimento do uso de um mondmero.

o NO,
NN N=
0 _— ©AHJ\/ \EO Dimerizagao de @ A
J\/ NQN 2 grupo farmacoférico W N /w
N — — -
©/\H NO, O,N . Q o N>—N
Benznidazol )/\ N /\n/ N e

N

(uma unidade estrt{tural \;} 0 (duas unidades estruturais biologicamente
biologicamente ativa) 2%B —— ativa na mesma molécula)
x Benznidazol n=1-11

(duas unidades estruturais
biologicamente ativa)

Figura 1. Planejamento molecular dos dimeros 2-nitroimidazois.

A dimerizagdo do grupo farmacoférico do principal farmaco utilizado no
tratamento da DC, o benznidazol (2-nitroimidazol, Figura 1), foi planejada para explorar
novas abordagens terapéuticas para a terapia da DC. Hall e Wilkinson (2012) explicam
como o benznidazol atua dentro da célula do parasito, onde sofre redugdes intracelulares.
Seu grupo farmacoforico sofre bioativagdo pelas TcNTR, atuando como um pré-farmaco,
produzindo intermediarios toxicos. Essa enzima ¢ encontrada em tripanossomatideos e
pode servir como um ativador de farmacos. Esse processo permite que a estrutura em
questdo atue como um pro-farmaco, pois a enzima catalisa reagdes de nitro-redugdes
intracelulares que geram diversas espécies toxicas, incluindo intermedidrios radicalares
que causam danos irreversiveis ao DNA e outras macromoléculas do parasita e levando
0 mesmo a um processo de apoptose (ANG et al., 2017b; PATTERSON; WYLLIE,
2014a; PEREZ MONTILLA et al., 2023). Variagdes no comprimento e na flexibilidade
conformacional da cadeia espacadora que conecta os farmacoforos podem ser cruciais
devido a sua influéncia direta na posicdo desses farmacdéforos em ambiente bioldgico.
Tamiz e colaboradores (2000) discutem e exemplificam detalhadamente essa influéncia
de tamanho da cadeia espagadora em inibidores diméricos de serotonina (TAMIZ et al.,
2000). Usando essa abordagem, optou-se por variar o conector utilizando de duas a doze

unidades de metilénicas (-CH2-) para primeiramente avaliar in silico o impacto das
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cadeias de carbono na capacidade de interagdo com TcNTR, com o objetivo de serem

“ativadas” na presenca do cofator MNF (mononucleotideo de flavina).

2. Preparacio do modelo TcNTR

Como ndo ha estrutura tridimensional experimental para TcNTR, um modelo
enzimatico foi construido e validado, utilizando como base a estrutura da nitroredutase
deraios X (NTR) de E. coli B, obtida no Protein Data Bank, com cddigo de acesso 1DS7,
seguindo o protocolo relatado anteriormente por Cirqueira e colaboradores (CIRQUEIRA
etal.,2022; PARKINSON; SKELLY;NEIDLE,2000). A Figura 2A descreve a estrutura
homodimérica prevista obtida de TcNTR com alta superposi¢do do sitio ativo com a
estrutura prevista de TcNTR de AlphaFold (Figura 2B) dentro de um valor de desvio
quadratico médio (RMSD) de 1,667 A. Conforme relatado anteriormente por Cirqueira e
colaboradores, o suposto sitio de ligagcdo para o cofatorenzimatico MNF no sitio catalitico
de TcNTR ¢ encontrado intacto em NTR de E. coli B, portanto, calculos de “redocking”
para MNF (codigo PDB: 1DS7) foram realizados para identificar as melhores funcdes de
pontuagdo do software GOLD 2025 (Cambridge Crystallographic Data Centre,
Cambridge, CB2 1EZ, Reino Unido) para prever a ligacdo de MNF ao modelo enzimatico
obtido (CIRQUEIRA et al., 2022; JONES et al., 1997). Conforme representado na
Figura 2C, ChemPLP foi identificado como a melhor funcdo de pontuagdo com valor
RMSD de 1,0529 A. A estrutura MNF acoplada no modelo TcNTR apresentou alta
superposi¢ao com a experimental, conservando as principais interagdes com os residuos
de aminoacidos R88, S90, Q145, E260 ¢ R300 localizados na interface dimérica da

enzima (Figura 2D).

Uma vez obtido o modelo TcNTR, foram realizados célculos de “docking*
molecular para os produtos diméricos de 2-nitroimidazoéis (D1-D8) e para a azomicina, o
mondmero precursor, para avaliar sua capacidade desses nilcleos nitroimidazolicos
sofrerem ativagdo por essa enzima. No software GOLD 2025, o valor da pontuagao de
“docking* (adimensional) para cada pose leva em consideracio as tensdes
intramoleculares dentrodo ligante e as interagdes intermoleculares, e é considerado como
o negativo da soma dos termos de energia envolvidos na associagdo macromolécula-

ligante; portanto, quanto maior a pontuagdo, melhor o perfil de interagdo (MACHADO et

109



al., 2025). Os valores da pontuacdo de “docking*‘(adimensional) para azomicina e para os
dimeros D1-D8 foram 29,8, 50,0, 50,6, 51,4, 55,3, 58,6, 59,7, 67,4 e 62,7,
respectivamente. Esses resultados sugerem que os produtos diméricos de 2-nitroimidazodis
podem ter maior atividade antiparasitaria do que o reagente precursor, a azomicina. Além
disso, ha evidéncias claras de uma melhoria na capacidade de interagdo dos compostos

testados a medida que o numero de unidades metilénicas aumenta.

Conforme ilustrado na Figura 2E, todos os compostos diméricos podem interagir
dentro da regido de potencial eletrostatico positivo do TcNTR, onde o cofator MNF pode
ser encontrado. E essencial destacar que a reagdo redox no sitio da TcNTR segue um
mecanismo bi-bi “pingue-pongue” de cinética, ou seja, o dinucleotideo de nicotinamida
adenina (NADH) ¢ oxidado pela redugdo concomitante de MNF para redugao posterior
de compostos nitro por MNFH 2, regenerando assim a flavina para novos ciclos cataliticos
(HALL; WILKINSON, 2012). Com base nesse mecanismo, a interagdo de D1-D8 com o
cofator enzimatico ¢ crucial para converter essas estruturas, analogamente, de um pro-
farmaco em um farmaco ativo e, provavelmente, devido ao aumento de unidades de
metileno nos compostos diméricos, melhorou o volume cinético (area e volume de 120,7
para 449,2 A2 e de95,7 para 400,8 A3, respectivamente), a flexibilidade e a probabilidade
do grupo nitro interagir com o cofator, conforme resumido nas Figuras 2F (D1, D2 e
D3), 2G (D4, D5 ¢ D6) ¢ 2H (D7 e D8), e apoiado pelos valores crescentes de
“ovalizacdao”, de 1,19 a 1,71 (Tabela 1), sendo os compostos diméricos mais alongados
ou em forma de charuto para interagir com o cofator enzimatico com o aumento das

unidades de metilenos.

Curiosamente, além do aumento dos pontos de conexao e das forgas interativas que
estabilizam a interagdo de compostos diméricos com o aumento do nimero de unidades
de metileno (Figuras 2I-2L), foi demonstrado que a fracdo 2-nitroimidazol nos
compostos D7 e D8 pode interagir mais intimamente do que os compostos D1-D6 com a
por¢ao aromatica da estrutura MNF. Isso indica a alta capacidade dos grupos nitro nesses
dois pro-farmacos diméricos de sofrer reducao enzimatica a grupos amino. Por fim, como
a cavidade catalitica do TcNTR ¢ externa e localizada na interface do dimero, € como 0s
2-nitroimidazéis diméricos tém maior flexibilidade e capacidade de interagir com o
cofator enzimatico a medida que as unidades de metileno aumentam, ¢ provavel que nao
apenas uma, mas ambas as fragdes 2-nitroimidazol dos compostos D1-D8 possam ser
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reduzidas. Em particular, os compostos D7 ¢ D8 podem ser mais reativos do que o

benznidazol em relacdo as biomacromoléculas do 7. cruzi.
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Figura 2. (A) O modelo dimérico previsto obtido de TcNTR e (B) sua superposi¢do com

o modelo AlphaFold - pontuagdo prevista do Teste de Diferenca de Distancia Local
(pLDDT) para residuos em toda a proteina de comprimento total de 61,3% e 19,5%,
significando confianga muito alta e alta, respectivamente. (C) Superposicao dos calculos
de redocking para MNF no sitio catalitico do NTR cristalografico de E. coli B. (D)
Superposi¢do entre o modelo dimérico previsto obtidode TcNTR e o NTR cristalografico
de E. coli B. (E) O mapa de potencial eletrostatico de TcNTR acoplado com 2-
nitroimidazéis diméricos D1-D8. A melhor posicdo de acoplamento para (F) D1-D3, (G)
D4-D6 ¢ (H)D7 e D8 no bolso catalitico de TcNTR na presenga do cofator MNF. Os
principais residuos de aminoacidos que interagem com (I) D1, (J) D3, (K) D7 e (L) DS8.
Linhas azuis, pontos cinza, laranja e verde representam ligagdes de hidrogénio, interagdes
hidrofobicas, interagdes de cations-n e interagcdes de n-“stacking”, respectivamente. Para

melhor interpretagdo, os atomos de hidrogénio foram omitidos.

As energias dos orbitais moleculares de fronteira (OMFSs), mais especificamente, o
orbital molecular ocupado mais alto (HOMO) e o orbital molecular desocupado mais

baixo (LUMO), sdo consideradas indicadores de reatividade entre moléculas e sitios
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biologicos, como cavidades de proteinas, ou seja, compostos com a menor diferenca de
energia HOMO-LUMO podem facilmente sofrer reacdes quimicas (DEMIR et al., 2023;
MARTINS et al., 2025). Assim, os valores de OMFs dos produtos diméricos de 2-
nitroimidazois (D1-D8) e da azomicina foram previstos usando a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) com o método Becke-3-Lee Yang Parr (B3LYP) e o conjunto de base
padrdo 6-31G* (veja detalhes computacionais e Figura S155 no material em anexo) para
compreender a capacidade desses compostos de sofrer redugdo adicional ap6s interagdo
com TcNTR para apoiar a tendéncia de encaixe molecular. Nesse sentido, os valores
previstos de “gap‘‘ energético HOMO-LUMO para azomicina, D1-D8 foram 4,71, 4,71,
4,70, 4,70, 4,65, 4,68, 4,68, 4,68 ¢ 4,68 eV, respectivamente, com densidade de OMFs
localizada no nucleo heterociclico, onde o grupo nitro pode ser encontrado, sem
densidade significativa de OMFs nas unidades metilénicas (Figura S155, material em
anexo), reforcando a tendéncia de docking molecular de que o aumento nas unidades
metileno pode melhorar a flexibilidade da cadeia e o perfil anti-7. cruzi, ou seja, os
compostos diméricos D4-D8 apresentardo melhor atividade biolégica do que os
compostos azomicina e D1-D3. Por fim, todos os compostos diméricos planejados ndo
apresentam violagcdes a regra de Lipinski (ROS5, Tabela 1), sendo considerados
promissores potenciais a farmacos, assim como o aumento da lipofilicidade relacionado
ao aumento de unidades de metileno (LogPow, Tabela 1) melhorard a captagdo dos

diméricos até o alvo para atuar como anti-7. cruzi.

Tabela 1. Propriedades farmacocinéticas previstas (in silico) para de dimeros usando o
servidor web online SwissADME e o software Spartan 14 (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2014, 2017).

Compostos n(CHs)  LogPon? RO5 Polarizabilida Ovalid Area Volume
o/wW

de ade (A2%) (A%

Azomicina - 0.21/0.81 0 48.02 1.19 1207 9571
D1 2 0.78/2.12 0 57.8 141 2452 2163

D2 3 1.09/2.40 0 59.3 145 2669 2349

D3 4 1.40/2.68 0 60.8 148  286.1 2532

D4 5 1.46/3.10 0 62.3 1.51 3067 2716
D5 6 1.88/3.52 0 63.8 1.54  327.1  290.1

D6 8 2.36/4.35 0 66.8 1.60 3679  327.0

D7 10 2.74/5.19 0 69.8 1.66  408.6  363.9
D8 12 3.33/6.02 0 72.8 1.71 4492  400.8

* Previsto com o servidor web Swiss ADME / Previsto com o software Spartan 14. ROS:
numero de violagdes da regra de Lipinski.
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E importante reconhecer que a estabilidade futura da posi¢éo de encaixe molecular
obtida pode ser avaliada por meio de simulagdes de dindmica molecular ao longo do
tempo. A combina¢do de ensaios bioquimicos e biofisicos, como a determinacdo do
mecanismo inibitério enzimatico, a realizagdo de ensaios de ligagdo para medir a forga
das interacdes e experimentos estruturais, deve ser realizada para melhor compreender
como os dimeros (D1-D8) sofrem a atuagdo da Te(NTR (CHAVES, OTAVIO AUGUSTO
et al., 2025). No entanto, neste estudo, como etapa inicial para fundamentar o perfil anti-

T. cruzi in silico desses compostos.

Para validar as predigdes in silico, os dimeros propostos foram sintetizados através
da N-alquilagdo realizada através do mecanismo de Sn2 classico. A sintese foi realizada
usando 2-nitro-1H-imidazol comercial em excesso (0,5 mmol equivalente) em relacdo ao
dibromoalcano a ser utilizado com diferentes tamanhos de cadeia metilénica (0,1 mmol
equivalente) usado para preparar cada produto. O excesso de 2-nitro-1H-imidazol com o
dibromoalcano como limitante tem como objetivo forcar a dimerizacdo. Esse
procedimento foi realizado sob aquecimento brando, com objetivo de evitar possiveis
reacdes de eliminagdo. Além disso, foi utilizado N,N-dimetilformamida seca como

solvente, sob uma atmosfera de N2, usando trietilamina como base (0,3 mmol

equivalente) (Esquema 1).

D1 - n=1 (45%)

Ot o D2 - n=2 (52%)
= N~ D3 - n=3 (50%

N Br /\\ n ( 0)
</\J\+ o “n Br N N\M/\N/g D4 - n=4 (55%)
NT NP o bt N D5 - n=5 (60%)
H I DMF(seco), TEA, 50 O//'J\rl\o_ — D6 - n—7 (87%)
D7 - n=9 (85%)

Azomicina D8 -n=11 (91%)

Esquema 1. Reagdo de 2-nitroimidazol e dibromoalcanos adequados.

Os tempos de reacdo foram de 24 horas, com rendimentos variando de 45% a 91%.
Todos os dimeros foram confirmados por RMN de 'H e '3C e analise HRMS, e sua pureza
foi verificada por CLAE (superior a 95%). Assim, a metodologia sintética otimizada neste
trabalho produziu os dimeros pretendidos em rendimentos médios a bons e em condigdes

de reagdo mais suaves do que as descritas por Long e colaboradores (1991) para a sintese

113



dos dimeros 4 ¢ 5. O dimero 11 também foi descrito na patente CN106692059 (2017),

juntamente com sua caracterizagio por RMN 'H.

3. Preparacio dos Dimeros

3.1.Preparacio do D1

O D1 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,2-dibromoetano, seguindo a
metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um sélido de coloracdo amarela, em
rendimento isolado de 45%, além de apresentar pureza adequada para e prosseguir com

os ensaios biologicos (determinada por CLAE, Figura S120 no material em anexo).

O D1 foi caracterizado através dos métodos convencionais de analise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (252-255°C). No espectro de
massas (Figura S119 no material em anexo) HRMS (EI, m/z) calculado para CsHoNgO4",
253,0685; encontrado 253,0639, que confirma a estrutura do D1. Adicionalmente, no
espectro de RMN 'H (Figura S117 no material em anexo) € possivel observar um tripleto,
com integragdo para 4 hidrogénios, em d 5,11 ppm, referente ao CH2 ligado ao nitrogénio
do anel imidazolico, que fornece a informacao da ligagdo C-N formada. No espectro de
RMN "C (Figura S118 no material em anexo) observou-se um sinal em o 49,55 ppm,
referente a dois carbonos, indicando a presenca de carbono metilénico, ligado ao atomo
de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados

anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilacdo foi realizada com éxito, formando
o D1.

114



3.2.Preparacio do D2
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O D2 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,3-dibromopropano, seguindo a
metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um sélido de coloracdo amarela, em
rendimento isolado de 52%, além de apresentar pureza adequada para e prosseguir com

os ensaios biologicos (determinada por CLAE, Figura S124 no material em anexo).

O D2 foi caracterizado através dos métodos convencionais de analise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (257-260°C). No espectro de
massas (Figura S123 no material em anexo) HRMS (EI, m/z) calculado para CoH11NgO4",
267,0841; encontrado 267,0849, que confirma a estrutura do D2. Adicionalmente, no
espectro de RMN 'H (Figura S121 no material em anexo) ¢ possivel observar um tripleto,
com integragdo para 4 hidrogénios, em d 4,86 ppm, referente ao CH?2 ligado ao nitrogénio
do anel imidazolico, que fornece a informagao da ligacdo C-N formada. No espectro de
RMN "C (Figura S122 no material em anexo) observou-se um sinal em o 47,02 ppm,
referente a dois carbonos, indicando a presenga de carbono metilénico, ligado ao atomo
de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados

anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilacdo foi realizada com éxito, formando
o D2.
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3.3.Preparacio do D3
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O D3 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,4-dibromobutano, seguindo a
metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um sélido de coloracdo amarela, em

rendimento isolado de 52%, além de apresentar pureza adequada para e prosseguir com

os ensaios bioldgicos (determinada por CLAE, Figura S128 no material em anexo).

O D3 foi caracterizado através dos métodos convencionais de andlise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (217-220°C). No espectro de
massas (Figura S127 no material em anexo) HRMS (EI, m/z) calculado para
C10H13N6O4", 281,0998; encontrado 281,1007, que confirma a estrutura do D3.
Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S125 no material em anexo) ¢ possivel
observar um tripleto, com integracao para 4 hidrogénios, em 6 4,41 ppm, referente ao
CH: ligado ao nitrogénio do anel imidazdlico, que fornece a informagao daligagdo C-N
formada. No espectro de RMN '*C (Figura S126 no material em anexo) observou-se um
sinal em & 49,33 ppm, referente a dois carbonos, indicando a presenca de carbono
metilénico, ligado ao 4&tomo de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da
molécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilagao foi

realizada com éxito, formando o D3.
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3.4.Preparacio do D4
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O D4 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,5-dibromopentano, seguindo a
metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um sélido de coloracdo amarela, em
rendimento isolado de 55%, além de apresentar pureza adequada para e prosseguir com

os ensaios biologicos (determinada por CLAE, Figura S132 no material em anexo).

O D4 foi caracterizado através dos métodos convencionais de analise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (98-101°C). No espectro de
massas (Figura S131 no material em anexo) HRMS (EI, m/) calculado para
C11H15N¢O4", 295,1154; encontrado 295,1168, que confirma a estrutura do D4.
Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S129 no material em anexo) € possivel
observar um tripleto, com integra¢ao para 4 hidrogénios, em & 4,38 ppm, referente ao
CH2 ligado ao nitrogénio do anel imidazolico, que fornece a informagao daligacdo C-N
formada. No espectro de RMN 3C (Figura S130 no material em anexo) observou-se um
sinal em & 46,60 ppm, referente a dois carbonos, indicando a presenca de carbono
metilénico, ligado ao atomo de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da
molécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilagao foi

realizada com éxito, formando o D4.
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3.5.Preparacio do D5
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O DS foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,6-dibromohexano, seguindo a
metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um soélido de coloracdo amarela, em

rendimento isolado de 60%, além de apresentar pureza adequada para e prosseguir com

os ensaios biologicos (determinada por CLAE, Figura S136 no material em anexo).

O D5 foi caracterizado através dos métodos convencionais de andlise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (180-183°C). No espectro de
massas (Figura S135 no material em anexo) HRMS (EI, m/) calculado para
C12H17N6O4%, 309,1311; encontrado 309,1318, que confirma a estrutura do DS5.
Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S133 no material em anexo) ¢ possivel
observar um tripleto, com integracao para 4 hidrogénios, em 6 4,36 ppm, referente ao
CH: ligado ao nitrogénio do anel imidazolico, que fornece a informacao daligacdo C-N
formada. No espectro de RMN '*C (Figura S134 no material em anexo) observou-se um
sinal em & 49,75 ppm, referente a dois carbonos, indicando a presenca de carbono
metilénico, ligado ao atomo de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da
molécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilacao foi

realizada com éxito, formando o D5.
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3.6.Preparacio do D6
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O D6 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,8-dibromooctano, seguindo a

metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um sélido de coloragdo amarela, em

rendimento isolado de 87%, além de apresentar pureza adequada para e prosseguir com

os ensaios biolégicos (determinada por CLAE, Figura S140 no material em anexo).

O D6 foi caracterizado através dos métodos convencionais de analise (RMN 'He
13C e EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (149-150°C). No espectro de
massas (Figura S139 no material em anexo) HRMS (EI, m/) calculado para
C14H21N6O4", 337,1624; encontrado 337,1633, que confirma a estrutura do D6.
Adicionalmente, no espectro de RMN 'H (Figura S137 no material em anexo) ¢ possivel
observar um tripleto, com integracdo para 4 hidrogénios, em & 4,42 ppm, referente ao
CH: ligado ao nitrogénio do anel imidazdlico, que fornece a informacdo daligagdo C-N
formada. No espectro de RMN "*C (Figura S138 no material em anexo) observou-se um
sinal em & 50,24 ppm, referente a dois carbonos, indicando a presenca de carbono
metilénico, ligado ao 4tomo de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da
molécula sintetizada, pontuados anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilagao foi

realizada com éxito, formando o D6.
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3.7.Preparacio do D7
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O D7 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,10-dibromodecanoano,
seguindo a metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um so6lido de coloragdo
amarela, em rendimento isolado de 85%, além de apresentar pureza adequada para e
prosseguir com os ensaios biologicos (determinada por CLAE, Figura S144 no material

em anexo).

O D7 foi caracterizado através dos métodos convencionais de andlise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (109-110°C). No espectro de
massas (Figura S143 no material em anexo) HRMS (EI, m/z) calcd. para C16H25N¢O4",
365,1937; encontrado 365,1942, que confirma a estrutura do D7. Adicionalmente, no
espectro de RMN 'H (Figura S141 no material em anexo) ¢ possivel observar um tripleto,
com integra¢do para 4 hidrogénios, em d 4,42 ppm, referente ao CH?2 ligado ao nitrogénio
do anel imidazolico, que fornece a informagao da ligacdo C-N formada. No espectro de
RMN "C (Figura S142 no material em anexo) observou-se um sinal em ¢ 50,34 ppm,
referente a dois carbonos, indicando a presenga de carbono metilénico, ligado ao atomo
de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados
anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilacdo foi realizada com éxito, formando

oD7.
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3.8.Preparacio do D8
&
+ ):
0= N - O=N N
+ \
D8 0O
O D8 foi obtido, utilizando o alquilante bidentado 1,12-dibromododecanoano,
seguindo a metodologia descrita no Esquema 1, na forma de um so6lido de coloragdo
amarela, em rendimento isolado de 91%, além de apresentar pureza adequada para e
prosseguir com os ensaios bioldgicos (determinada por CLAE, Figura S148 no material

em anexo).

O D8 foi caracterizado através dos métodos convencionais de analise (RMN 'He
13C ¢ EM), além de ter seu ponto de fusdo determinado (97-100°C). No espectro de
massas (Figura S147 no material em anexo) HRMS (EI, m/z) calcd. para C1sH29NgO4",
393,2250; encontrado 393,2266, que confirma a estrutura do D8. Adicionalmente, no
espectro de RMN 'H (Figura S145 no material em anexo) ¢ possivel observar um tripleto,
com integra¢do para 4 hidrogénios, em d 4,42 ppm, referente ao CH2 ligado ao nitrogénio
do anel imidazoélico, que fornece a informacao da ligagdo C-N formada. No espectro de
RMN !3C (Figura S146 no material em anexo) observou-se um sinal em & 50,37 ppm,
referente a dois carbonos, indicando a presenca de carbono metilénico, ligado ao atomo
de nitrogénio. Esses sinais, relacionados a estrutura da molécula sintetizada, pontuados
anteriormente, suportam a tese de que a N-alquilacdo foi realizada com éxito, formando

o D8.
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4. Ensaios in vitro

Os compostos diméricos D1-D8 obtidos foram avaliados quanto ao seu perfil de
citotoxicidade contra células de mamiferos, bem como sua atividade antiparasitaria contra
amastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4-LacZ) e testados contra tripomastigotas
“bloodstream” de 7. brucei (cepa T. b. brucei 427) apresentando atividade antiparasitaria
relevante e de amplo espectro. Todas as moléculas exibiram um bom perfil de
citotoxicidade contra os modelos de células de mamiferos testados, incluindo fibroblastos
LLC-MK2, células renais humanas (HEK-293) e macrofagos de camundongo (RAW
264.7) (Tabelas 2 e 3).

Como detectado inicialmente por uma abordagem in silico, a atividade
antiparasitaria da série dimérica se mostrou promissora para atuar frente ao 7. cruzi
através da ativacdo dessas moléculas pela TcNTR como evidenciado no ensaio in vitro

(Tabela 2) com bons resultados e altos indices de seletividade.

Tabela 2. Atividade anti-7. cruzi da azomicina e dos compostos diméricos D1-D8.

Amastigotas de 7. cruzi (cepa Células IS*
Compostos Tulahuen C2C4-LacZ) LLC-MK2 (LLC-MK?2)
120h 120h
Clso (uM)
Azomicina 5,74 +£1,89 >500 >87,10
D1 9,13+£0,93 >200 >21,90
D2 3,20 £0,58 >200 >62,50
D3 2,66 £0,78 >200 >75,18
D4 1,38 £0,24 >200 >144.9
DS 0,59 £0,01 >200 >338,98
D6 1,19 +0,31 >100 >84,03
D7 0,48 0,11 >100 >208,33
D8 0,61 +£0,13 52,39 +£4,13 85,88
Benznidazol” 1,84 +0,4 >200 >133,33

IS* = Indice de Seletividade = (CIso LLC-MK2)/(Clso T.cruzi); *Farmaco de referéncia para T. cruzi.
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Os dimeros também foram avaliados frente ao 7. b. brucei, apresentando atividade
moderada, e também bons indices deseletividade (Tabela 3), demonstrando a capacidade
dos compostos diméricos de serem considerados como potenciais agentes de amplo

espectro contra diferentes espécies de Trypanosomas.

Tabela 3. Atividade anti-7. b. brucei dos compostos diméricos D1-DS8.

T. b. brucei HEK-293 RAW-264.7 IS* IS**
Compostos 48h 48h 48h (HEK-293) (RAW-264.7)
Clso (uM)

D1 21,42 +1,14 >125 >125 >5,83 >5,83
D2 16,36 +2,65 >125 >125 >4,57 >4,57
D3 24,89 + 7,89 >125 >125 >5,02 >5,02
D4 10,06 + 2,47 >125 >125 >12,42 >12.,42
D5 5,37 £3,15 87,41 £1,20 >125 16,27 >23.27
D6 798 +£3,12 2232+1,08 71,71 £3,67 2,79 8,98
D7 21,04 £1,90 35,14 £5,31 98,38 £9,39 1,67 4,67
D8 1,79 £0,63 102,05 +8,54 >125 57,01 >69,83

Fexinidazol* 1,20 £0,51 - - - -

I1S* = Indice de Seletividade = (CIso HEK-293)/( Clso T. brucei brucei); IS** = Indice de Seletividade =
(CIso RAW-264.7)/( Clso T. brucei brucei); *Farmaco de referéncia para T. brucei.

Conforme identificado anteriormente por meio de uma abordagem in silico, a
atividade antiparasitaria da série dimérica mostra-se promissora para o combate ao 7.
cruzi; no entanto, também a avaliamos in vitro contra o 7. b. brucei e obtivemos um bom
indice seletivo, demonstrando o potencial dos compostos diméricos para serem
considerados agentes de amplo espectro contra o Trypanosoma. Observamos um aumento
na atividade contra as formas amastigotas do 7. cruzi a medida que o comprimento da
cadeia espagadora entre os fragmentos de 2-nitroimidazol aumentava, apoiando tanto a
tendéncia de acoplamento molecular ao TcNTR quanto os valores teoricos da diferenca
de energia HOMO-LUMO, o que refor¢a que o TcNTR ¢ um alvo vidvel para os
compostos diméricos testados. Os compostos DS, D7 e D8 exibiram valores de
concentragdo inibitdria (Clso) na faixa submicromolar, superando o benznidazol, o
farmaco de referéncia para o tratamento de infecgdes por 7. cruzi. E essencial observar
que compostos com espagadores maiores que cinco unidades CH: na cadeia de ligagdo

apresentam poténcia semelhante a do benznidazol, com os compostos D5 e D7
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apresentando indice seletividade superior ao do benznidazol. Isso sugere que a atividade
anti-7. cruzi altamente eficaz depende do comprimento da cadeia metilénica (Tabela 2),
corroborando a previsaotedrica de melhora da flexibilidade dos compostos diméricos com
o aumento de unidades espagadoras, o que pode impactar positivamente sua capacidade
de interagir com o cofator enzimatico, levando a reducao ndo apenas de uma, mas de

ambas as fra¢des 2-nitroimidazol dos compostos diméricos.

Com base nos resultados da avaliagdo frente as formas tripomastigotas
“bloodstream”, os dimeros apresentaram um perfil de atividade antiparasitaria
significativo frente ao 7. b. brucei, demonstrando alta seletividade, mas Clso moderado
contra o parasita. Apenas o composto D8 se destaca, por apresenta poténcia comparavel
a dofarmaco de referéncia fexinidazol, com alto indice deseletividade (Tabela 3). Como
os aumentos na cadeia metileno ndo se correlacionam com a atividade anti-7. b. brucei,

como observado no perfil de atividade anti-7. cruzi, ndo foram realizados calculos de

“docking” molecular para a enzima NTR de 7. b. brucei.

E importante notar que esses valores crescentes de atividade podem, de fato, estar
relacionados a maior flexibilidade conformacional de suas estruturas, o que permite que
os grupos farmacofdricos em suas extremidades interajam mais livremente com os
receptores dentro do parasita. Esse aumento de atividade também pode ser atribuido ao
valor de LogPow desses compostos, que aumenta sua atividade devido a lipofilicidade
(Tabela 1). Portanto, a eficacia desses dimeros com uma cadeia espagadora mais longa
também pode ser devida a sua capacidade de penetrar na membrana do parasita,
considerando o aumento do LogPow e a permeacdo mais facil da membrana. Os valores
de LogPosw foram calculados usando o método relatado por Daina e colaboradores (2014)
por meio do servidor web SwissADME, suportado pelo software Spartan 14 (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2014).
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5. Conclusiao

O projeto da série dimérica com base no grupo farmacéforo benznidazol (2-
nitroimidazol) foi promissor e corroborou os resultados obtidos no estudo in silico. O
ensaio de “docking” molecular exigiu a preparagdo da TcNTR para gerar uma estrutura
homodimérica com alta sobreposicao do sitio ativo AlphaFold. A etapa de sintese do
dimero demonstrou que a preparacao do dimero foi simples em uma tnica etapa por meio
de uma reacdo de N-alquilagdo usando agentes alquilantes bidentados. Todos os
compostos foram ativos contra as formas replicativas do 7. cruzi (Tulahuen C2C4-LacZ),
particularmente os dimeros de cadeia mais longa, que exibiram valores de Clso abaixo de
1,0 uM. Conforme observado no estudo in silico, a ativagao do grupo nitroimidazol pela
TcNTR depende do comprimento da cadeia metileno dos compostos, pois ha melhor
interagcdo com o sitio ativo da enzima em estruturas de cadeias metilénicas mais longas.
Essa ativacdo estaria gerando produtos de redugdo toxicos que podem causar danos
irreversiveis as macromoléculas biologicas, comprometendo a integridade do parasita.
Além de serem toxicos ao T. cruzi e moderadamente toxicos ao 7. b. brucei, 0s novos
derivados produzidos neste estudo apresentaram perfil de citotoxicidade muito baixo
contra células de mamiferos, demonstrando sua alta seletividade — especialmente para
os dimeros de cadeia mais longa. Os resultados discutidos acima sugerem o avango do
composto mais ativo em futuras avaliagdes de citotoxicidade em células primarias e em

um modelo de infec¢do in vivo em investigagcdes subsequentes conduzidas pelo nosso

grupo.
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MATERIAIS E METODOS

1. Quimica

Todos os reagentes quimicos foram adquiridos da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), a menos que indicado de outra forma. Os solventes foram tratados com peneiras
moleculares ativadas (3A) antes do uso. Foi utilizado o reator de micro-ondas - Modelo
Discover - CEM Inc., para a realizagdo de algumas etapas reacionais, além de placas de
aquecimento e agitagdo das marcas Corning, Fisatom ou Ika. As rea¢des foram
monitoradas por cromatografia em camada fina (CCDA) em placas de silica gel Merck
(Darmstadt, Alemanha) de 0,25 mm (60F-254) e visualizadas sob lampadas UV (254 e
365 nm). As purificacdes dos compostos foram realizadas com silica gel flash padrao
(mesh 60) em coluna cromatografica da Sorbent Technologies. Todos os pontos de fusao
(P.F.) foram medidos utilizando um aparelho Fisatom 430D (Sao Paulo, Brasil) e ndo
foram corrigidos. Os espectros de 'H-RMN (400 e 500 MHz) e de '3 C-RMN (100 e 125
MHz) foram medidos em um espectrometro BRUKER Ultrashield Plus (Billerica,
Massachusetts, EUA) a 25 °C e referenciados a TMS. Os deslocamentos quimicos sao
relatados em ppm (8) em relagdo a linha de solvente residual como padrio interno. Os
padroes de divisdo sdo descritos como s, simpleto; d, dupleto; t, tripleto; m, multipleto;
sl, simpleto largo. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em hertz (Hz). O
espectro de IV foi registrado em um espectrofotometro BRUKER-VERTEX 70 FT-IR
utilizando o método ATR. As andlises de cromatografia liquida-espectrometria de massas
(LC-MS) foram realizadas em um LCMS-2020 (Shimadzu Inc., Kyoto, Japao).
Condigdes analiticas: coluna: Kromasil C18, 150 mm % 4,6 mm x 5 pm (AkzoNobel,
Amsterda, Holanda); fase movel: agua com 0,1% de &cido férmico (A), acetonitrila com
0,1% de acido foérmico (B), 1,0 mL/min, gradiente linear (indicado no trago); volume de
inje¢do: 10 uL; detectores: PDA (200400 nm), ESI+ (baixa resolug¢do). As analises de
cromatografia liquida-espectrometria de massas de alta resolu¢do (LCMS-HR) foram
realizadas em um Agilent LC-MS-QTOF 6530C (Agilent Technologies, California,
EUA). Condigdes analiticas: coluna: Poroshell C18, 100 mm X 4,6 mm x 2,1 um
(Phenomenex, Inc., Califérnia, EUA); fase movel: 4gua com 0,1% de acido férmico (A),
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), 1,0 mL/min, gradiente linear (indicado no
traco); volume de injecdo: 4 pL; detectores: PDA (200—400 nm). Os espectros de massas
de baixa resolucdo foram obtidos no cromatografo gasoso acoplado ao espectrofotometro

de massas Shimadzu GCMS-QP2010 (Condicdes de analise: Coluna vf575MS (30 m x

126



0,25 mm x 0,25 mm); Temperatura: 200 °C/1 °C — 10 °C — 290 °C/40 min.; Injetor: 270
°C). Todos os equipamentos de analise estao na Central Analitica Multiusuario — PPGQ

— UFRRI.

1.1.0btencao do derivado 1,2,4-triazol-3-tiona 2 derivado da amida natural
piperina
N—NH

W@ @WOS

5-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-2,4-
diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona 2. A sintese de 2 foi realizada conforme a metodologia
descrita por Franklim (2013). Este trabalho descreve tudo, desde a extracao de piperina
da pimenta-do-reino até a preparacdo do ciclohexil triazol 2. Cor: Amarelo. Rendimento:
90%. P.F.: 192-194 °C. FT-IR (n, cm’!): 3425 (N-H) (triazol), 1251 (O-C-O) (éter), 1037
(C=S) (triazol-tiona). 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 13,76 (s, 1H, NH), 7,19
(d, 1H, J = 1,89 Hz), 7,19-7,24 (m, 1H), 7,11-7,17 (m, 1H), 6,99 (dd, 1H, J = 10,00 e
5,00 Hz), 6,93 (d, 1H, J =8,20 Hz), 6,85 (d, IH, J = 15,13 Hz), 6,75 (d, 1H, J= 14,50
Hz), 6,05 (s, 2H, -O-CH2-0-), 4,55-4,75 (m, 1H, -NH-CH-(CH2-CH2)2-CH>), 1,33-2,08
(m, 10H, -NH-CH-(CH2- CH2)2-CH2). '*C RMN (125 MHz, DMSO-ds, 9, ppm): 166,63
(1C, triazol-C=S), 149,63 (1C, triazol-C), 148,47 (1C, Ar-C), 148,21 (1C, Ar-C), 141,20
(1C, vinil-CH), 137,22 (1C, vinil-CH), 131,45(1C, Ar-C), 126,80 (1C, vinil-CH),
122,97(1C, Ar-C), 114,63 (1C, vinil-CH), 109,06 (1C, Ar-C), 105,82 (1C, Ar-C), 101,81
(1C, 0-C-0), 55,45 (1C, CH), 32,35 (1C, CH»), 26,13 (1C, CH2), 24,87 (1C, CH2). MS
(EIL, m/z (%)): 307 (M+, 100). HRMS (EI, m/z) calculado para C19H22N302S*:356,1354;
encontrado: 356,1433. CLAE (isocratico; ACN:H20 65:35, 15 min; 0,1% de acido
formico): t.r.= 1,93 min, pureza = 95,21%. Os espectros de caracterizagdo se encontram

nas figuras S1-S5 do material em anexo.
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1.2.Preparacio do alquilante 5-nitroimidazdlico derivado do metronidazol

1.2.1. Obtenciao do metronidazol (3)
N

/ \ +,0

/<N3\N’

\ -

0]

HO

2-(2-metil-5-nitro-1 H-imidazol-1-il)etan-1-ol (metronidazol) 3. Para extracdo,
foram utilizados seis comprimidos de Flagyl® de 400 mg, macerados, € 50 mL desolucao
de HCl a 10%, sob agitag@o por 1 h. Posteriormente, a solu¢ao foi filtrada e neutralizada
até pH 7 com solugdo saturada de NaHCO3, o que levou a precipitagdo do metronidazol.
Cor: Branco. Rendimento: 82%. P.F.: 162 — 165 °C. FT-IR (v, cm™): 3213 (OH) (4lcool),
1523 (N-O) (nitro). '"H RMN (500 MHz, DMSO-d6, 3, ppm): 2,46 (s, 3H, CH3), 3,7 (q,
2H J=5,4 Hz, OCH2),4.,4 (t, 2H J = 5,4 Hz, NCH>), 8,03 (s, IH IM-H). *C RMN (125
MHz, DMSO-dé6, 3, ppm): 14,68 (1C, CH3), 48,7 (1C, CH2-OH), 60,19 (1C, CH2-N),
133,41 (1C, CH-IM), 138,84 (1C, C-IM), 152,42 (1C, C-IM). MS (IE 70 eV, m/z (%)):
171 (M+., 10); 124(60); 81 (100) e 54 (75). CG (25 min): t.r. = 14,33 min, pureza = 100%.

Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras S6-S10 do material em anexo.

1.2.2. Obtenc¢ao do 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil metanossulfonato
Q)]

N N
) o e
/4N N’ AcOEt, TEA, CH3S02CI /QN\ N
\ - o \

’) o) t.a., 4h ,) 0
@]

HO V.0
3 /S\\
0]

2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilmetanossulfonato 4. Inicialmente, foi
adicionado metronidazol (3) (1,2 mmol) em 25 ml deacetato deetila anidro e trietilamina
(3 mmol), em seguida, foi adicionado cloreto de mesila (4,3 mmol). Apds 4 h, o fim da
reagdo foi observado por CCD; o meio reacional foi filtrado e a fase organica foi lavada
com solu¢do de NaHCO3 a 5% e com solu¢do saturada de NaCl, e, finalmente, seca com
Na2SO4 e evaporada em rotaevaporador, gerando cristais levemente azulados. Cor:
Branco. Rendimento: 66%. P.F.: 163 — 165 °C. FT-IR (n, cm™): 3024 (C—H) (imidazol),
2981 (C-H) (CHz, CHs), 1523 (N-O) (nitro), 1178 (S=0) (metanossulfonato). 'H RMN
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(500 MHz, DMSO-d6, 5, ppm): 2,47 (s, 3H, CH3), 3,16 (s, 3H, SCH3), 4,56 (t, 2H, J= 4,7
Hz, OCHa), 4,66 (t, 2H J=4,7 Hz), 8,07 (s, 1H). *C RMN (125 MHz, DMSO-ds, 8, ppm):
14,49 (1C, CH3),37,18 (1C, S-CH3),45,56 (1C, CH2-0), 68,95 (1C, CH2-N), 133,55 (1C,
CH-IM), 138,91 (1C, C-IM). EM (IE, 70 eV): m/z 249 (M+., 5%); 203 (30%); 170
(100%); 123 (90%) e 79 (60%). CG (45 min): t.r. = 13,62 min, pureza = 97,7%. Os

espectros de caracterizagao se encontram nas figuras S11-S15 do material em anexo.

1.2.3. Obtencio do 1-(2-iodoetil)-2-metil-5-nitro-1H-imidazol (5)

N
Y o oy
4 / \ +,0
N N_ //I\N N’
’) O DMF (anidro), KI (anidro) N
65°C, 4h ,)
N\ _O i
e\ 4 5

1-(2-iodoetil)-2-metil-5-nitro-1H-imidazol 5. 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etil metanossulfonato (4) (8 mmol) e KI anidro (2,4 mmol) foram solubilizados em 4
ml de N,N-dimetilformamida seca. A reacdo foi realizada na escuriddo por 4 horas a 60
°C, sendo monitorada por CCDA. Apos seu término, o meio reacional foi evaporado em
rotaevaporador e, posteriormente, o produto foi isolado por meio de coluna
cromatografica, na forma de um solido cristalino de cor branca, com rendimento de 53%.
P.F.: 101 — 104 °C. FT-IR (n, cm'): 3108 (C-H) (imidazol), 2966 (C-H) (CH2, CH3),
1346 (N-O) (nitro), 555 (CHz-I). "H RMN (500 MHz, CDCls, 6, ppm): 2,60 (s, 3H, CH3),
3,48 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2I), 4,65 (t, 2H J = 7,0 Hz, NCH>), 8,01 (s, 1H, IM-H). '*C
RMN (125 MHz, CDClIs, 3, ppm): 0,03 (1C, CH2-I), 14,78 (1C, CH3), 40,92 (1C, CH2-
N), 133,4 (1C, CH-IM), 150,4 (1C, C-IM). EM (IE, 70 eV): m/z 281 (M+, 20%); 155
(100%); 154 (60%); 123 (90%) e 80 (50%). CG (30 min): t.r. = 11,08 min., pureza =
100%. Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras S16-S20 do material em

anexo.
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1.3.Preparacio dos alquilantes 2-nitroimidazolicos

1.3.1. Obtencao do 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (6)

N
N L 30
4/:]»\&,,0 Br~Br pmr (anidro), TEA= N)\N _

\ - 0]
H 0 55°C, 4h
2-nitro-1H-imidazol
Br
6

1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol 6. Inicialmente, 2-nitroimidazol (1,77 mmol)
foi solubilizado em 3 ml de N,N-dimetilformamida seca e de trietilamina (7 mmol). Em
seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,2-dibromoetano (14 mmol) foi adicionado. A
reagdo continuou por 4 horas a 55 °C, sendo monitorada por CCDA. O meio de reagdo
foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, o produto foi isolado em uma coluna
cromatografica, resultando em um soélido cristalino, de cor amarelo-clara, com
rendimento de 52%. P.F.: 68 - 70 °C (Lit.: 73 - 75 °C) (LONG; PARRICK; HODGKISS,
1991). FT-IR (n, cm™): 3120(C-H) (imidazol), 2927(C-H) (CH2, CH3), 1351 (N-O)
(nitro), 1155 (C-H) (CH2-Br). '"H RMN (500 MHz, CDCls, §, ppm): 3,78 (t,J=5,8 Hz, 2
H, CH2Br)4,83 (t, /= 5,8 Hz, 2 H,NCH2) 7,21 (d,J=8,5 Hz, 1H,IM-H) 7,23 (d,J= 8,5
Hz, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCls, §, ppm): 29,73 (1C, CH2-Br), 51,41 (1C,
CH2-N), 127,15 (1C, CH-IM), 128,37 (1C, CH-IM). EM (IE, 70 eV): m/z 219/221 (M+.
, 20%); 140 (55%); 107/109 (100%) e 82 (60%). MS (ESI+, m/z (%)): 307 253,0
[M+Na]+. CLAE (gradiente; ACN:H20 (5-95% CAN), 15 min; 0,1% &cido formico): r.t.
= 6,95 min, pureza = 92,8%. Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras

S21-S26 do material em anexo.

1.3.2. Obtencio do 1-(2-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (7)

N
N [»\ ©
q»\ﬁ/’o Br™~By DMF (anidro), TEA NT N
] ¢}
H \O 60°C, 6h
2-nitro-1H-imidazol
Br 7

1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol 7. Inicialmente, 2-nitroimidazol (1,77
mmol) foi solubilizado em 3 ml de N, N-dimetilformamida seca e trietilamina (7 mmol).

Em seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,3-dibromopropano (7 mmol) foi
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adicionado. A reacdo continuou por 6 horas a 60 °C, sendo monitorada por CCDA. O
meio de reacao foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, o produto foi isolado
em coluna cromatografica, resultando em um sélido de cor amarelo-clara, com
rendimento de 55%. P.F.: 65 - 68 °C (Lit.: 62 - 63 °C)(LONG; PARRICK; HODGKISS,
1991). FT-IR (n, em™'): 3112 (C-H) (imidazol), 2921 (C-H) (CH2, CH3), 1355 (N-O)
(nitro), 648 (C-Br). 'H RMN (500 MHz, CDCls, 3, ppm): 2,43 (q, 2H, J= 7,0 Hz, CH>2),
3,40 (t,2H, J= 7,0 Hz, CH2Br), 4,64 (t,2H, J= 7,0 Hz, NCH>), 7,18 (s, 1H, IM-H), 7,28
(s, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCls, 6, ppm): 29,15 (1C, CH2-CH2-CH2); 32,99
(1C, CH2-Br), 48,20 (1C, CH2-N), 126,92 (1C, CH-IM), 128,61 (1C, CH-IM). EM (IE,
70 eV): m/z 235/233 (M+., 0%); 41 (100%); 108 (90%); 81 (40%). CG (20 min): t.r. =
8,92 min, pureza = 82,8%. Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras S27-

S31 do material em anexo.

1.3.3. Obtencao do 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (8)

N

N [\ +,0
{30 B | N)\N
N N Br~~bBr' DMF (anidro), TEA (‘)—
\ -
H 0 60°C, 6h
2-nitro-1H-imidazol 8
Br

1-(4-bromobutil)-2-nitro-1 H-imidazol ~ 8. Inicialmente, 2-nitroimidazol (1,77
mmol) foi solubilizado em 3 ml de N, N-dimetilformamida seca e trietilamina (7 mmol).
Em seguida, sob agitagdo, foi adicionado o agente alquilante 1,4-dibromobutano (4,4
mmol). A reacdo ocorreu por 6 horas, sendo monitorada por meio de CCD. O meio
reacional foi evaporado em rotaevaporador e, em seguida, o produto foi isolado em coluna
cromatografica, resultando em um o6leo de cor amarela, com rendimento de 45%. FT-IR
(n, em™): 3116 (C-H) (imidazol), 2960 (C-H) (CH2, CH3), 1353 (N-O) (nitro), 649 (C-
Br). RMN de 'H (500 MHz, CDCls, o, ppm): 1,96 (q, 2H, J= 7,0 Hz, CH2), 2,07 (q, 2H,
J=17,0 Hz, CH»), 3,45 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2Br), 4,48 (t, 2H, ] = 7,0 Hz, NCH>), 7,18
(s, 1H,IM-H), 7,24 (s, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCl3, 3, ppm): 29,24 (1C, CH»-
CH2-CH2>), 29,30 (1C, CH2-CH2-CH»), 32,18 (1C, CH2-Br), 49,41 (1C, CH2-N), 125,74
(1C, CH-IM), 128,57 (1C, CH-IM). EM (IE, 70 eV): m/z 247/249 (M+., 0%); 55 (100%);
122 (50%). CG (27 min): r.t. = 10,51 min, pureza = 99,3%. Os espectros de caracterizacdo

se encontram nas figuras S32-S36 do material em anexo.
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1.4.Preparacio dos alquilantes 4-nitroimidazolicos

1.4.1. Obtencao do 1-(2-bromoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (9)

0
+C‘,)ll - N 0
/E { Br~Br, DMF (anidro), TEA /4,\,
N 60°C, 4h H
H
. . o Br
2-metil-4(5)-nitro-1H-imidazol 9

1-(2-bromoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 9. Inicialmente, 2-metil-(4)5-
nitroimidazol (1,58 mmol) foi solubilizado em 3 ml de N,N-dimetilformamida seca e
trietilamina (7 mmol). Em seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,2-dibromoetano (8
mmol) foi adicionado. A reagdo continuou por 4 horas a 60 °C, sendo monitorada por
CCDA. O meio de reagdo foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, o produto
foi isolado em coluna cromatografica, resultando em um solido de cor branca com
rendimento de 50%. P.F.: 200-203 °C. FT-IR (n, cm!): 3099 (C-H) (imidazol), 2968 (C-
H) (CHz, CH3), 1357 (N-O) (nitro), 675 (C-Br). 'H RMN (500 MHz, CDCls, 6, ppm):
2,50 (s, 3H, CH3), 3,66 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2Br), 4,38 (t, 2H, J= 7,0 Hz, NCH>), 7,80
(s, IH IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCls, o, ppm): 13,22 (1C, CH3),29,14 (1C, CHz-
Br), 49,20 (1C, CH2-N), 119,54 (1C, CH-IM), 144,89 (1C, C-IM). EM (IE, 70 eV): m/z
235/233 (M+., 50%); 135/134 (40%); 109/107 (100%). CG (20 min): r.t. = 14,25 min,
pureza = 97,0%. Os espectros de caracterizacdo se encontram nas figuras S37-S41 do

material em anexo.

1.4.2. Obtencio do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1 H-imidazol (10)

Q
Q N~g
AN I
/2 { Br™"Br DMF (anidro), TEA _ /QN
N 60°C, 3h KL
H
2-metil-4(5)-nitro-1H-imidazol 10 Br

1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 10. Inicialmente, 2-metil-(4)5-

nitroimidazol (1,58 mmol) foi solubilizado em 3 mL de N,N-dimetilformamida seca e
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trietilamina (7 mmol). Em seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,3-dibromopropano
(6,3 mmol) foi adicionado. A reagdao continuou por 3 horas a 60 °C, sendo monitorada
por CCDA. O meio reacional foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, o
produto foi isolado em coluna cromatografica, resultando na obteng¢ao de 10, em forma
de solido branco, com rendimento de 47%. P.F.: 78 - 80 °C. FT-IR (n, cm’!'): 3099 (C-H)
(imidazol), 2968 (C-H) (CH2, CH3), 1326 (N-O) (nitro). 'H RMN (500 MHz, CDClI3, 9,
ppm): 2,34 (q, 2H, J= 7,0 Hz, CH2), 2,49 (s, 3H, CH3), 3,41 (t, 2H, J= 7,0 Hz, CH2Br1),
4,17 (t,2H,J="7,0 Hz, NCH2), 7,75 (s, 1H IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCl3, 8, ppm):
13,17 (1C, CH3), 28,89 (1C, CH2-CH2-CH2), 32,41 (1C, CH2-Br), 44,89 (1C, CH2-N),
119,49 (1C, CH-IM), 144,90 (1C, C-IM). MS (ESI+, m/z (%)): 248/250 [M+.]. CLAE
(gradiente; ACN:H20 (5-95% CAN), 15 min; 0,1% acido formico): r.t.= 3,14 min, pureza
= 72,8%. Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras S42-S46 do material

€m anc€xo.

1.4.3. Obtenc¢ao do 1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (11)

o]
0 N— ©
N B
~0 A

N Br~~Br, DMF (anidro), TEA _
N 60°C, 5h

2-metil-4(5)-nitro-1H-imidazol
Br

1-(4-bromobutil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol ~ 11. Inicialmente, 2-metil-(4)5-
nitroimidazol (1,58 mmol) foi solubilizado em 3 ml de N,N-dimetilformamida seca e
trietilamina (7 mmol). Em seguida, sob agitacao, o agente alquilante 1,4-dibromobutano
(3,16 mmol) foi adicionado. A reagdo continuou por 5 horas a temperatura ambiente,
sendo monitorada por CCDA. O meio de reacdo foi evaporado em rotaevaporador e,
posteriormente, o produto foi isolado em coluna cromatografica, resultando em um sélido
branco, com rendimento de45%. P.F.: 70 - 72 °C. FT-IR (n, cm™!): 3145 (C-H) (imidazol),
2954 (C-H) (CH2, CH3), 1363 (N-O) (nitro), 680 (C-Br). RMN de 'H (500 MHz, CDCls,
o, ppm): 1,94 (q, 2H, J= 7,0 Hz, CH2), 2,01 (q, 2H,J = 7,0 Hz, CH2), 2,46 (s, 3H, CH3),
3,46 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2Br), 3,98 (t, 2H, J = 7,0 Hz, NCH2), 7,72 (s, 1H, IM-H). '*C
RMN (125 MHz, CDCls, o, ppm): 13,17 (1C, CH3), 28,82 (1C, CH2-CH2-CH>»), 29,14
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(1C, CH2-CH2-CH2»), 32,17 (1C, CH2-Br), 46,40 (1C, CH2-N), 119,40 (1C, CH-IM),
144,64 (1C, C-IM). MS (ESI+, m/z (%)): 261/263 [M+.]. CLAE (gradiente; ACN:H20,
5-95% CAN, 15 min; 0,1% acido férmico): r.t. = 2,48 min, pureza =92,1%. Os espectros

de caracterizagdo se encontram nas figuras S47-S51 do material em anexo.

1.4.4. Obtencao do 1-(2-bromoetil)-4-nitro-1H-imidazol (12)

o) (@]
I\ +Rl .
+N\O_ \O
N N
0\ Br~Br, DMF (anidro), TEA_ )
N o N
N 50°C, 5h
4-nitro-1H-imidazol
12 Br

1-(2-bromoetil)-4-nitro-1H-imidazol 12. Inicialmente, 4-nitroimidazol (1,77 mmol)
foi solubilizado em 3 mL de N,N-dimetilformamida seca e trietilamina (7 mmol). Em
seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,2-dibromoetano (8 mmol) foi adicionado. A
reacao continuou por 5 horas a 50 °C, sendo monitorada por CCDA. O meio de reagdo
foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, o produto foi isolado em coluna
cromatografica, resultando em um soélido branco, com rendimento de 60%. P.F.: 87 - 90
°C. FT-IR (n, cm™): 3020 (C-H) (imidazol), 1336 (N-O) (nitro), 655 (C-Br). '"H RMN
(500 MHz, CDCls, 8, ppm): 3,7 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2-Br), 4,49 (t, 2H, J=7,0 Hz, CH>-
N), 7,55 (s, 1H, CH), 7,89 (s, 1H, CH). *C RMN (125 MHz, CDCl3, 6, ppm): 29,56 (1C,
CH2-Br), 49,60 (1C, CH2-N), 119,00 (1C, CH-IM), 136,15 (1C, CH-IM). EM (ESI+, m/z
(%)): 263,0 [M+ACN+2H]". CLAE (gradiente; ACN:H20 (5-95% CAN), 15 min; 0,1%
acido formico): r.t. = 5,91 min, pureza = 93,7%. Os espectros de caracterizagdo estdo nas

figuras S52-S56 do material em anexo.
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1.4.5. Obtenc¢ao do 1-(3-bromopropil)-4-nitro-1H-imidazol (13)

?
(3 y N\o'
+ N\O_ N
N U \
U \ Br™~Br, DMF (anidro), TEA__ N
N 60°C, 3h
H
4-nitro-1H-imidazol
13 Br

1-(3-bromopropil)-4-nitro-1H-imidazol 13. Inicialmente, 4-nitroimidazol (1,77
mmol) foi solubilizado em 3 ml de N, N-dimetilformamida seca e trietilamina (7 mmol).
Em seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,3-dibromopropano (6,3 mmol) foi
adicionado. A reacdo continuou por 3 horas a 60 °C, sendo monitorada por CCDA. O
meio de reacdo foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, isolado em coluna
cromatografica, resultando em um so6lido branco, com rendimento de 45%. P.F.: 78 - 80
°C. FT-IR (n, cm!): 3105 (C-H) (imidazol), 1324 (N-O) (nitro). 'H RMN (500 MHz,
CDCls, 3, ppm): 2,39 (q, 2H, J= 7,0 Hz, CH>»), 3,39 (t, 2H, J= 7,0 Hz, CH2Br), 4,30 (t,
2H, J = 7,0 Hz, NCH2), 7,0 (s, 1H, IM-H), 7,52 (s, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz,
CDCls, 6, ppm): 28,52 (1C, CH2-CH2-CH>), 32,78 (1C, CH2-Br), 46,00 (1C, CH2-N),
118,96 (1C, CH-IM), 136,15 (1C, CH-IM). EM (IE, 70 eV): m/z 235/233 (M+., 20%);
187/185 (40%); 127 (100%). CG (20 min): t.r. = 14,65 min, pureza = 94,8%. Os espectros

de caracterizagdo se encontram nas figuras S57-S61 do material em anexo.

1.4.6. Obtencao do 1-(4-bromobutil)-4-nitro-1H-imidazol (14)

o}
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o N\O
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N— ©° {
<4§ Br~~Br, DMF (anidro), TEA N
H t.a., 5h
4-nitro-1H-imidazol 14

Br
1-(4-bromobutil)-4-nitro-1H-imidazol 14. Inicialmente, 4-nitroimidazol (1,77
mmol) foi solubilizado em 3 ml de N, N-dimetilformamida seca e trietilamina (7 mmol).
Em seguida, sob agitacdo, o agente alquilante 1,4-dibromobutano (3,54 mmol) foi
adicionado. A reagdo continuou por 5 horas a temperatura ambiente, sendo monitorada

por CCDA. O meio reacional foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, o
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produto foi isolado em coluna cromatografica, resultando em um so6lido branco, com
rendimento de 48%. P.F.: 70 - 72 °C. FT-IR (n, cm-1): 2921 (C-H) (CH2), 1355 (N-O)
(nitro). RMN de 'H (500 MHz, CDCls, 6, ppm): 1,92 (q, 2H, J =7,0 Hz, CH2), 2,08 (q,
2H, J = 17,0 Hz, CH>), 3,46 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2Br), 4,10 (t, 2H, J = 7,0 Hz, NCH>),
7,47 (s, THIM-H), 7,81 (s, IH IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCl;, §, ppm): 29,12 (1C,
CH2-CH2- CH»), 29,26 (1C, CH2-CH2- CH2), 31,95 (1C, CH2-Br), 47,59 (1C, CH2-N),
118,86 (1C, CH-IM), 135,81 (1C, CH-IM). MS (ESI+, m/z (%)): 249,0 [M+H]". CLAE
(gradiente; ACN:H20 (5-95% CAN), 15 min; 0,1% acido férmico): r.t.= 6,68 min, pureza

= 98,6%. Os espectros de caracterizacdo se encontram nas figuras S62-S66 do material

€m ancxo.

1.5.Preparacio dos Hibridos H1-H10:

H1 - n=1; W=H,; ;

H2- n=1; W=H; Y=NO,; Z=H
H3 - n=1; W=NO,; Y=CH;; Z=H
H4 - n=1; W=NO,; Y=H; Z=H
H5 - n=2; W=H; Y=NO,; Z=H
H6 - n=2; W=NO,; Y=CH,; Z=H
H7 - n=2; W=NO,; Y=H; Z=H
H8 - n=3; W=H; Y=NO,; Z=H

H10 - n=3; W=NO,; Y=H; Z=H

Condigoes reacionais: (a) DMF, K>COs, §, 24h, t.a., (63%); (b) Etanol, TEA, 6-14, 6h,

refluxo, (30-55%).

Figura 1. Metodologia de preparagdo dos hibridos H1-H10.
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1.5.1. Metodologia de sintese do hibrido H1, utilizando o iodeto 5 como agente
alquilante

1.5.1.1.0bten¢ao do H1

N
(O N N \'\\'/\/)
ALY~
J

3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((2-(2-
metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H1). Em um baldo de reagdo
equipado com uma barra magnética, foram adicionados 2 (0,127 mmol) e K2CO3 (0,20
mmol), que foram solubilizados em 2 mL de N, N-dimetilformamida seca, e, em seguida,
o agente alquilante S (0,127 mmol) previamente preparado foi adicionado. A reacdo
prosseguiu por 24 horas, sendo monitorada por CCDA (98% de diclorometano: 2% de
metanol). Depois, agua destilada gelada foi adicionada ao meio reacional, resultando na
precipitacdo do produto em forma desolido amarelo-claro, com rendimento de 63%. P.F.:
207 - 209 °C. FT-IR (n, cm!): 3025(C-H) (imidazol), 2935 (C-H) (CH2, CH3), 1359 (N-
O) (nitro), 1180 (C-S). '"H RMN (500 MHz, DMSO-d6, §, ppm): 1,3-1,9 (m, 10H, CH2-
cy), 2,44 (s, 3H, CH3), 3,62 (t, 2H, J = 6,3 Hz, S-CH2), 4,11 (m, 1H, CH-cy), 4,69 (t, 2H,
J=6,3 Hz, N-CH»), 6,05 (s, 2H, -O-CH2-0O-), 6,8 (m, 2H, 1 Ar-H, 1 C=C-H), 6,9 (m, 2H,
Ar-H), 7,0 (d, IH, C=C-H), 7,1 (m, 1H, Ar-H), 7,3 (m, 1H, C=C-H), 8.01 (s, 1H, IM-H).
13 C RMN (125 MHz, DMSO-d6, 8, ppm): 14,43 (1C, CH3), 24,88 (1C, CHz-cy), 25,77
(2C, CHz-cy), 31,43 (2C, CH2-cy), 32,13 (1C, CH2-S), 45,22 (1C, CH2-N), 55,83 (1 C,
CH-cy), 101,71 (1C, OCO), 105,73 (1C, Ar-CH), 109,02 (1C, Ar-CH), 115,17 (1C, C =
CH), 122,68 (1C, Ar-CH), 127, 06 (1C, C = CH), 133,48 (1C, C-H-IM), 136,08 (1C,
C=C-H), 138 (1C, C=C-H), 147,99 (1C, Ar-C), 148,31 (1C, Ar-C), 148,41 (1C, Tri-C),
148,47 (1C, Tri-C-S), 153,67 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado para C25H29N¢O4S™:
509,1971; encontrado: 509,2018. CLAE (isocratico, MeOH:H20 73:27, 20 min; 0,1%
acido férmico): r.t. = 11,53 min, pureza = 98,8%. Os espectros de caracterizagdo se

encontram nas figuras S67-S71 do material em anexo.
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1.5.2. Metodologia geral utilizada na sintese dos hibridos H2-H10, utilizando
os brometos 6-14 como agentes alquilantes

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, equipado com uma barra magnética,
foram adicionados 2 (0,35 mmol), trietilamina (1,4 mmol) e o alquilante nitroimidazol
preparado anteriormente (0,35 mmol), que foram solubilizados em 5 mL de etanol. A
reacao prosseguiu sob refluxo, sendo monitorada por CCDA (98% de diclorometano: 2%

de metanol). A reacdo foievaporada em rotaecvaporador e, em seguida, isolada em coluna

cromatografica.

1.5.2.1.0btencio do H2

© N-N N’
% N N /N»\S/\/ \<+

3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((2-(2-
nitro-1H-imidazol-1-il)etil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H2). Usando a metodologia descrita
acima, com 1-(2-bromoetil)-2-nitro-1H-imidazol (6) como agente alquilante.
Caracteristicas do produto: sélido amarelo, com rendimento de 50%. P.F.: 170 - 174 °C.
FT-IR (n, cm!): 3027 (C-H) (imidazol), 2929 (C-H) (CH2, CH3), 1361 (N-O) (nitro),
1197 (C-S). 'H RMN (500 MHz, CDCl3, 3, ppm): 1,4-2,0 (m, 10H, CHz-cy), 3,63 (t, 2H,
J=6,3 Hz, S-CH2), 4,04 (m, 1H, CH-cy), 4,95 (t, 2H, J= 6,3 Hz, N-CH2), 6,00 (s, 2H, -
0-CHz-0-), 6,42 (d, 1H, Ar-H), 6,75 (t, 1H, Ar-H), 6,80 (m, 1H, Ar-H), 6,85 (m, 1H,
C=C-H), 6,92 (m, 1H, C=C-H), 7,03 (d, 1H, C=C-H), 7,16 (m, 1H, C=C-H), 7,38 (s, 1H,
IM-H), 7,51 (m, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCls, 8, ppm): 24,87 (1C, CH2-cy),
25,92 (2C, CHz-cy), 48,59, 31,65, (1C, CH2-S), 56,61 (1C, CH-cy), 61,95 (1C, CH2-N),
101,32 (1C, O-C -0), 105,57 (1C, Ar-CH), 108,55 (1C, Ar-CH-H), 113,13 (1C, C=CH),
122,46 (1C, Ar-CH), 125,72 (1C, CH-IM), 127,61 (1C, vinil-CH), 128,35 (1C, C-H-IM),
131,02 (1C, C=C-H), 137,09 (1C, C=C-H), 137,14(1C, C=C-H), 148,13 (1C, Tri-C),
148,35 (1C, Tri-C-S), 153,98 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado para C24H27N604S™:
495,1814; encontrado: 495,1837. CLAE (gradiente; ACN:H20 (25-75% ACN), 18 min;
0,1% écido formico): r.t. = 6,53 min, pureza = 98,7%. Os espectros de caracterizagdo se

encontram nas figuras S72-S76 do material em anexo.
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1.5.2.2.0btencio do H3
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((2-(2-
metil-4-nitro-1 H-imidazol-1-il)etil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H3). Usando a metodologia
descrita acima, com 1-(2-bromoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (9) como agente
alquilante. Caracteristicas do produto: sélido branco, com rendimento de 53%. P.F.: 217
- 219 °C. FT-IR (n, cm!'): 3106 (C-H) (imidazol), 2939 (C-H) (CH2, CH3), 1236 (C-N)
(nitro). '"H RMN (500 MHz, CDCls, 6, ppm): 1,26-2,6 (m, 10H, CH2), 2,49 (s, 3H, CH3),
3,57 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH2), 4,00 (m, 1H, CH), 4,54 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH2), 6,01 (s,
2H, -O-CH2-0O-), 6,40 (d, 1H, Ar-H), 6,75 (t, 1H, Ar-H), 6,78 (m, 2H, Ar-H, C=C-H),
6,93 (m, 1H, C=C-H), 7,03 (d, 1H, C=C-H), 7,50 (dd, 1H, , C=C-H), 7,78 (s, 1H, IM-H).
13 CRMN (125 MHz, CDCls, 3, ppm): 13,18 (1C, CH3), 24,85 (1C, CHz-cy), 25,92 (2C,
CHa-cy), 31,64 (1C, CHz-cy), 32,64 (1C, S-CH>), 45,78 (1C, N-CH2), 56,60 (1C, CH-
cy), 101,31 (1C, OCO), 105,58 (1C, Ar-CH), 108,55 (1C, Ar-CH), 113,03 (1C, C = CH),
119,76 (1C, IM-CH), 122, 46 (1C, Ar-CH), 125,69 (1C, C=C-H), 131,02 (1C, Ar-C),
137,12 (1C, C=C-H), 137,14 (1C, Ar-C), 145,21 (1C, C-IM), 146,67(1C, Ar-C), 147,88
(1C, Ar-C), 148,13 (1C, Tri-C), 148,26 (1C, Tri-C-S), 154,12 (1C, C-IM). HRMS (EI,
m/z) calculado para C25H29N¢04S™:509,1971; encontrado: 509,2015. CLAE (gradiente;
ACN:H20 (50-95% CAN), 15 min; 0,1% &cido férmico): r.t. = 5,83 min, pureza = 98,6%.

Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras S77-S81 do material em anexo.
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1.5.2.3.0btencio do H4
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((2- (4-
nitro-1H-imidazol-1-il)etil) tio)-4H-1,2,4-triazol (H4). Usando a metodologia descrita
acima, com 1-(2-bromoetil)-4-nitro-1H-imidazol (12) como agente alquilante.
Caracteristicas do produto: sélido branco, com rendimento de 50%. P.F.: 217 - 218 °C.
FT-IR (n, cm™'): 2927 (C-H) (CH2, CH3), 1336 (N-O) (nitro), 1249 (C-N) (nitro). '"H RMN
(500 MHz, CDCls, §, ppm): 1,26-2,03 (m, 10H, CH2-cy), 3,60 (t, 2H, J=6,3 Hz, S-CH>),
4,01 (q, 1H, J= 6,3 Hz, CH2-cy), 4,64 (t, 2H, J= 6,3 Hz, N-CH3), 6,01 (s, 2H, -O-CH2-
0-), 6,43 (m, 1H, Ar-H), 6,76 (m, 1H, Ar-H), 6,79 (m, 1H, Ar-H), 6,82 (m, 1H, C=C-H),
6,93 (d, 1H, C=C-H), 7,04 (m, 1H, C=C-H), 7,49 (m, 1H, C=C-H), 7,54 (s, 1H, IM-H),
7,89 (s, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCls, 9, ppm): 24,86 (1C, CH2-cy), 25,92 (2C,
CHaz-cy), 31,68 (1C, CHz-cy), 33,48 (1C, S-CH>), 46,89 (1C, N-CH>), 56,61 (1C, CH-
cy), 101,32 (1 C, OCO), 105,59 (1C, Ar-CH), 108,56 (1C, Ar-CH), 113,06 (1C, C= CH),
119,32 (1C, C = CH), 122,47 (1C, Ar-CH), 125, 70 (1C, CH-IM), 131,03 (1C, Ar-C),
136,43 (1C, C=C-H), 137,15 (1C, C-H-IM), 137,15 (1C, Ar-C-H), 147,69 (1C, Ar-C),
148,14 (1C, Tri-C), 148,27(1C, Tri-C-S), 154,15 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado
para C24H27N604S™: 495,1814; encontrado: 495,1843. CLAE (gradiente; ACN:H20 (50-
95% ACN), 15 min; 0,1% acido férmico): r.t. = 5,63 min, pureza = 98,2%. Os espectros

de caracterizacdo se encontram nas figuras S82-S86 do material em anexo.
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1.5.2.4.0btencao do HS

3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((3-(2-
nitro-1H-imidazol-1-il)propil)tio)-4H-1,2,4-triazol (HS). Usando a metodologia descrita
acima, com 1-(3-bromopropil)-2-nitro-1H-imidazol (7) como agente alquilante.
Caracteristicas do produto: solido branco, com rendimento de 55%. P.F.: 150 - 153 °C.
FT-IR (n, cm™!): 3054 (C-H) (imidazol), 2933 (C-H) (CH2, CH3), 1251 (C-N) (nitro). 'H
RMN (500 MHz, CDCls, 6, ppm): 1,42-1,89 (m, 10H, CH2-cy), 2,4 (q, 2H, J=6,3 Hz, -
CH»-),3,27 (t,2H, J= 6,3 Hz, S-CH>), 4,08 (t, 1H,J = 6,3 Hz, CH2-cy), 4,64 (t, 2H, J =
6,3 Hz, N-CH»), 6,00 (s, 2H, -O-CH2-0O-), 6,44 (m, 1H, Ar-H), 6,73 (m, 1H, C=C-H),
6,76 (m, 1H, Ar-H), 6,85 (m, 1H, C=C-H), 6,91 (d, 1H, C=C-H), 7,02 (s, 1H, Ar-H), 7,17
(s, 1H, IM-H), 7,33 (s, 1H, IM-H), 7,48 (m, 1H, C=C-H). *C RMN (125 MHz, CDCB,
o, ppm): 24,94 (1C, CHz-cy), 25,97 (2C, CHz-cy), 29,82 (1C, CH2-cy), 30,18 (1C, CH2-
cy), 31,71 (1C, S-CHz»), 48,70 (1C, N-CHz»), 56,53 (1 C, CH-cy), 101,30 (1C, O-C-0O),
105,55 (1C, Ar-C-H), 108,53 (1C, Ar-CH), 113,57 (1C, C=CH), 119,32(1C, C=CH),
122,39 (1C, Ar-C-H), 125(1C, C-H-IM), 126,41 (1C, Ar-C), 131,09 (1C, C=C-H), 136,73
(1C, C-H-IM), 136,83 (1C, Ar-C-H), 147,69 (1C, Ar-C), 148,05 (1C, Tri-C), 148,23 (1C,
Tri-C-S), 153,85 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado para C25H29N6O4S™: 509,1971;
encontrado: 509,2011. CLAE (gradiente; ACN:H20 (25-75% ACN), 18 min; 0,1% &cido
formico): r.t. = 6,65 min, pureza = 98,1%. Os espectros de caracterizagdo se encontram

nas figuras S87-S91 do material em anexo.

141



1.5.2.5.0btencio do H6
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((3-(2-
metil-4-nitro-1H-imidazol-1-il)propil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H6). Usando a metodologia
descrita acima, com 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (10) como agente
alquilante. Caracteristicas do produto: solido branco, com rendimento de 30%. P.F.: 175
- 177 °C. FT-IR (n, cm™"): 3056 (C-H) (imidazol), 2923 (C-H) (CH2, CH3), 1249 (C-N)
(nitro). 'H RMN (500 MHz, CDCl3, 8, ppm): 1,42-1,89 (m, 10H, CH2-cy), 2,37 (t, 2H, J
= 6,3 Hz, CH2), 2,48 (s, 3H, CH3), 3,25 (t, 2H, J = 6,3 Hz, S-CH2), 4,04 (m, 1H, CH),
4,16 (t, 2H, J = 6,3 Hz, N-CH>), 6,00 (s, 2H, -O-CH2-0O-), 6,42 (d, 1H, Ar-H), 6,44 (d,
1H, C=C-H), 6,76 (t, 1H, Ar-H), 6,81 (m, 2H, Ar-H, C=C-H), 6,91 (m, 1H, C=C-H), 7,02
(d, 1H, C=C-H), 7,42 (dd, 1H,,C=C-H), 7,78 (s, 1H,IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCl,
o, ppm): 13,20 (1C, CH3), 24,92 (1C, CHz-cy), 25,96 (2C, CH2-cy), 29,61 (1C, CHa-cy),
31,70 (1C, S-CH2), 45,65 (1C, N-CH2), 56,53 (1C, CH-cy), 101,30 (1C, OCO), 105,56
(1C, Ar-CH), 108,53 (1C, Ar-CH), 113,44 (1C, C=CH), 119,50 (1C, IM-CH), 122, 40
(1C, Ar-CH), 125,68 (1C, C=C-H), 131,08 (1C, Ar-C), 136,86 (1C, C=C-H), 136,92 (1C,
C=C-H), 137,14 (1C, Ar-C), 145,21 (1C, C-IM), 146,67(1C, Ar-C), 148,07(1C, Ar-C),
148,24 (1C, Tri-C), 148,49 (1C, Tri-C-S), 153,92 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado
para C26H31N604S™: 523,2127; encontrado: 523,2187. CLAE (gradiente; ACN:H20 (25-
75% CAN), 18 min; 0,1% acido formico): r.t. = 6,23 min, pureza = 95,1%. Os espectros

de caracterizacdo se encontram nas figuras S92-S97 do material em anexo.
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1.5.2.6.0btencio do H7
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5-((3- (4-
nitro-1H-imidazol-1-il)propil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H7). Usando a metodologia descrita
acima, com 1-(3-bromopropil)-4-nitro-1H-imidazol (13) como agente alquilante.
Caracteristicas do produto: s6lido branco, com rendimento de 50%. P.F.: 186 - 189 °C.
FT-IR (n, cm™): 2923 (C-H) (CH2, CH3), 1236 (C-N) (nitro). '"H RMN (500 MHz, CDCl3,
o, ppm): 1,27-2,06 (m, 10H, CHz-cy), 2,42 (t, 2H, J=6,3 Hz, -CH2-), 3,23 (t,2H,J = 6,3
Hz, S-CH2), 4,05 (q, 1H, J = 6,3 Hz, CH-cy), 4,28 (t, 2H, J = 6,3 Hz, N-CH>), 6,00 (s,
2H, -O-CH2-0-), 6,43 (m, 1H, Ar-H), 6,75 (m, 1H, Ar-H), 6,78 (m, 1H, Ar-H), 6,81 (m,
1H, C=C-H), 6,92 (d, 1H, C=C-H), 7,03 (m, 1H, C=C-H), 7,49 (m, 1H, C=C-H), 7,52 (s,
1H, IM-H), 7,86 (s, 1H, IM-H). '* C RMN (125 MHz, CDCls, 8, ppm): 24,91 (1C, CH2-
cy), 25,95 (2C, CHa-cy), 29,49 (2C, CHa-cy), 30,50 (2C, -CH2-), 31,69 (1C, S-CH2),
46,72 (1C, N-CH»), 56,59 (1 C, CH-cy), 101,30 (1C, O-C-0O), 105,57 (1C, Ar-C-H),
108,54 (1C, Ar-CH), 113,30 (1C, C=CH), 119,10(1C, C=CH), 122,44 (1C, Ar-C-H), 125,
73(1C, C-H-IM), 131,06 (1C, Ar-C), 136,08 (1C, C=C-H), 137,02 (1C, C-H-IM), 137,06
(1C, Ar-C-H), 148,09 (1C, Ar-C), 148,24 (1C, Tri-C), 148,54 (1C, Tri-C-S), 153,95 (1C,
C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado para C25H20N¢04S*: 509,1971; encontrado: 509,2007.
CLAE (gradiente; ACN:H20 (50-95% ACN), 15 min; 0,1% dacido foérmico): r.t. = 5,80
min, pureza = 98,3%. Os espectros de caracterizacdo se encontram nas figuras S97-S101

do material em anexo.
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1.5.2.7.0btencio do H8
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5- ((4-(2-
nitro-1H-imidazol-1-il)butil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H8). Usando a metodologia descrita
acima, com 1-(4-bromobutil)-2-nitro-1H-imidazol (8) como agente alquilante.
Caracteristicas do produto: sélido branco, com rendimento de 50%. P.F.: 129 - 131°C.
FT-IR (n, cm™!): 3070 (C-H) (imidazol), 2931 (C-H) (CH2, CH3), 1249 (C-N) (nitro). 'H
RMN (500 MHz, CDCls, 6, ppm): 1,8-2,03 (m, 10H, CH2-cy), 1,96 (q, 2H,J = 6,3 Hz, -
CH»-),2,4 (q, 2H,J=6,3 Hz,-CH>»-), 3,30 (t, 2H,J=6,3 Hz, S-CH>2), 4,06 (t, 1H, J= 6,3
Hz, CHz-cy), 4,5 (t, 2H, J 6,3 Hz, N-CH>2), 6,00 (s, 2H, -O-CH2-0O-), 6,45 (m, 1H, Ar-H),
6,76 (m, 1H, C=C-H), 6,81 (m, 1H, Ar-H), 6,81 (m, 1H, C =C-H), 6,91 (d, 1H, C=C-H),
7,02 (s, 1H, Ar-H), 7,15 (s, 1H, IM-H), 7,22 (s, 1H, IM-H), 7,48 (m, 1H, C = C-H). *C
RMN (125 MHz, CDCls, 3, ppm): 24,95 (1C, CHz-cy), 25,98 (2C, CHz-cy), 29,27 (1C,
CHaz-cy), 31,65 (2C, CHa-cy), 32,33 (1C, S-CH>), 48,61 (1C, N-CH>»), 56,48 (1 C, CH-
cy), 101,27 (1C, O-C-0), 105,60 (1C, Ar-C-H), 108,52 (1C, Ar-CH), 113,72 (1C, C=CH)),
119,32(1C, C=CH), 122,31 (1C, Ar-C-H), 125,91 (1C, C-H-IM), 126,30 (1C, Ar-C),
131,16 (1C, C=C-H), 136,61 (1C, C-H-IM), 136,61 (1C, Ar-C-H), 148,03 (1C, Ar-C),
148,25 (1C, Tri-C), 149,54 (1C, Tri-C-S), 153,65 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado
para C26H31N604S™: 523,2127; encontrado: 523,2189. CLAE (gradiente; ACN:H20 (25-
75% ACN), 18 min; 0,1% acido formico): r.t. = 5,86 min, pureza = 96,3%. Os espectros

de caracterizagdo se encontram nas figuras S102-S106 do material em anexo.
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1.5.2.8.0btencio do H9
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5- ((4-(2-
metil-4-nitro-1 H-imidazol-1-il)butil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H9). Usando a metodologia
descrita acima, com 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol (11) como agente
alquilante. Caracteristicas do produto: solido branco, com rendimento de 45%. P.F.: 97 -
99 °C. FT-IR (n, cm™): 3062, (C-H) (imidazol), 2923 (C-H) (CHa2, CH3), 1249 (C-N)
(nitro). 'H RMN (500 MHz, CDCl3, 3, ppm): 1,79-1,98 (m, 10H, CH2-cy), 1,89 (t, 2H, J
=6,3 Hz, CH»), 2,07 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH2), 2,45 (s, 3H, CH3), 3,32 (t, 2H, J= 6,3 Hz,
S-CH2), 4,01 (m, 1H, CH), 4,05 (t, 2H, J = 6,3 Hz, N-CH2), 6,00 (s, 2H, -O-CH2-0O-),
6,44 (d, 1H, Ar-H), 6,73 (d, 1H, C=C-H), 6,77 (t, 1H, Ar-H), 6,81 (m, 2H, Ar-H, C=C-
H), 6,92 (m, 1H, C=C-H), 7,02 (d, 1H, C=C-H), 7,48 (dd, 1H, , C=C-H), 7,75 (s, 1H, IM-
H). *C RMN (125 MHz, CDCls, 6, ppm): 13,17 (1C, CH3), 24,92 (1C, CH2-cy), 25,96
(2C, CHz-cy), 29,61 (1C, CHz-cy), 31,70 (1C, S-CH2), 45,65 (1C, N-CH2), 56,53 (1C,
CH-cy), 101,30 (1C, O-C-0O), 105,56 (1C, Ar-CH), 108,53 (1C, Ar-CH), 113,44 (1C,
C=CH), 119,50 (1C, IM-CH), 122,39 (1C, Ar-CH), 125,85 (1C, C=C-H), 131,16 (1C,
Ar-C), 136,66 (1C, C=C-H), 136,77 (1C, C=C-H), 144,63 (1C, C-IM), 148,02(1C, Ar-
C), 148,22 (1C, Tri-C), 149,36 (1C, Tri-C-S), 153,78 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z)
calculado para C28H33N604S*: 537,2284; encontrado: 537,2324. CLAE (gradiente;
ACN:H20 (50-95% CAN), 18 min; 0,1% dacido férmico): r.t. = 5,63 min, pureza =
96,77%. Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras S107-S112 do material

€m ancxo.
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1.5.2.9.0btenc¢ao do H10
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-4-ciclohexil-5- ((4- (4-
nitro-1H-imidazol-1-il)butil)tio)-4H-1,2,4-triazol (H10). Usando a metodologia descrita
acima, usando 1-(4-bromobutil)-4-nitro-1H-imidazol (14) como agente alquilante.
Caracteristicas doproduto: solido branco, com rendimento de 50%. P.F.: 97 - 100 °C. FT-
IR (n, cm™): 2919 (C-H) (CHz2, CH3), 1249 (C-N) (nitro). '"H RMN (500 MHz, CDCl3, 3,
ppm): 1,27-2,06 (m, 10H, CHz-cy), 1,89 (t, 2H, J=6,3 Hz, -CH>-), 2,04 (t, 2H, J=6,3 Hz,
-CH2-), 3,32 (t, 2H, J= 6,3 Hz, S-CH2),4,03 (q, 1H,J= 6,3 Hz, CH-cy), 4,14 (t,2H,J =
6,3 Hz, N-CH>), 6,00 (s, 2H, -O-CH2-0-), 6,44 (m, 1H, Ar-H), 6,75 (m, 1H, Ar-H), 6,78
(m, 1H, Ar-H), 6,82 (m, 1H, C=C-H), 6,92 (d, 1H, C=C-H), 7,03 (m, 1H, C=C-H), 7,49
(m, 1H, C=C-H), 7,50 (s, 1H, IM-H), 7,83 (s, 1H, IM-H). *C RMN (125 MHz, CDCl,
o, ppm): 24,94 (1C, CHa-cy), 25,98 (2C, CHz-cy), 26,61 (2C, CHz2-cy), 29,69 (2C, -CHz2-
), 31,64 (2C, -CH»-),31,87 (1C, S-CH2),47,70 (1C)., N-CH>2), 56,45 (1C, CH-cy), 101,27
(1C,0-C-0), 105,57 (1C, Ar-CH), 108,53 (1C, Ar-CH), 113,59 (1C, C=CH), 119,05 (1C,
C=CH), 122,36 (1C, Ar-C-H), 125,86 (1C, C-H-IM), 131,16 (1C, Ar-C), 136,03 (1C,
C=C-H), 136,69 (1C, C-H-IM), 136,78 (1C, Ar-C-H), 148,03 (1C, Ar-C), 148,24 (1C,
Tri-C), 149,38 (1C, Tri-C-S), 153,81 (1C, C-IM). HRMS (EI, m/z) calculado para
C26H31N604S™: 523,2127; encontrado: 523,2178. CLAE (gradiente; ACN:H20 (50-95%
ACN), 15 min; 0,1% acido formico): r.t. = 5,80 min, pureza = 98,5%. Os espectros de

caracterizagdo se encontram nas figuras S112-S116 do material em anexo.
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1.6.Metodologia geral para a obtencdo dos dimeros D1-D8
Os dibromoalcanos adequados (0,1 mmol), 2-nitro-1H-imidazol (3) (0,5 mmol
equivalente) e TEA (0,33 mmol equivalente) foram dissolvidos em DMF (1 mL) em um
baldo de fundo redondo. A reagdo foi mantida sob agitacdo a 60 °C por 24 h. Apos o
consumo completo do 2- nitro-1H-imidazol, monitorado por CCDA analitico (hexano:
DCM: acetatode etila 5:2:3), 20 mL de dgua destilada fria foram adicionados, aguardando
a formagdo de um precipitado. Os cristais foram filtrados a vacuo e o produto foi seco a

temperatura ambiente.
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N)\'\{_ MBI DMF (anidro), TEA YNWN/QN
R0 50°C, 24h N </
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Figura 2. Metodologia de preparagcdo dos dimeros D1-D8.

1.6.1. Obtencao de D1
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1,2-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)etano (D1). 1,2-dibromoetano (0,1 mmol) foi
utilizado como dibromoalcano nesta reacao. Apos 24 horas, o produto foi isolado na
forma de um soélido cristalino de cor amarela, com rendimento de 45%. P.F. =252-255
°C (Lit.: 240 - 241 °C)(LONG; PARRICK; HODGKISS, 1991). 'H-RMN (500 MHz,
Acetona-ds): 6 7,29 (s, 2H); 7,08 (s, 2H); 5,11 (s, 4H). 3C-RMN (125 MHz, Acetona-
ds): 0 127,95; 127,19; 49,55. HRMS (EI, m/z) calculado para CsHoNsO4": 253,0685;
encontrado: 253,0639. CLAE (gradiente; ACN:H20 (5-95% ACN), 15 min; 0,1 % de

acido férmico): t.r. = 5,37 min, pureza = 95,77 %. Os espectros de caracterizacdo se

encontram nas figuras S117-S120 do material em anexo.
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1.6.2. Obtencao de D2
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1,3-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)propano (D2). 1,3-dibromopropano (0,1 mmol)
foi utilizado como dibromoalcano nesta reagdo. Apos 24 horas, o produto foi isolado na
forma de um soélido cristalino de cor amarela, com rendimento de 52%. P.F. =257-260
°C (Lit.: 194 - 196 °C)(LONG; PARRICK; HODGKISS, 1991). '"H-RMN (500 MHz,
acetona-ds): 6 7,63 (s, 2H); 7,15 (s, 2H); 4,86 (t, J= 7,25, 4H); 2,59 (q, J= 7,25, 2H). 13C-
RMN (125 MHz, Acetona-d6): 6 127,92; 47,02; 30,80. HRMS (EI, m/z) calculado para
CoH11N6O4": 267,0841; encontrado: 267,0849. CLAE (gradiente; ACN:H20 (5-95%
ACN), 15 min; 0,1 % de &cido formico): t.r.= 5,70 min, pureza = 98,96 %. Os espectros

de caracterizacdo se encontram nas figuras S121-S124 do material em anexo.

1.6.3. Obtencao de D3
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1,4-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)butano (D3). 1,4-dibromobutano (0,1 mmol) foi
utilizado como dibromoalcano nesta reacao. Apos 24 horas, o produto foi isolado na
forma de um soélido cristalino de cor amarela, com rendimento de 50%. P.F.=217-220
°C. A estrutura foi confirmada por 1H-RMN, 3C-RMN, IR ¢ MS: 'H-RMN (500 MHz,
DMSO-ds): & 7,69 (s, 2H); 7,18 (s, 2H); 4,41 (t, 4H); 1,80 (s, 4H). '3C-RMN (125 MHz,
DMSO-ds): & 128,35; 49,33; 27,13. HRMS (EI, m/z) calculado para Ci1oH13NgOs":
281,0998; encontrado: 281,1007. CLAE (gradiente; ACN:H20 (5-95% ACN), 15 min;

0,1% de acido foérmico): t.r. = 6,25 min, pureza = 99,7%. Os espectros de caracterizacdo

se encontram nas figuras S125-S128 do material em anexo.
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1.6.4. Obtencao de D4
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1,5-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)pentano (D4). 1,4-dibromobutano (0,1 mmol) foi
utilizado como dibromoalcano nesta reagdo. Apos 24 horas, o produto foi isolado na
forma deum solido cristalino de cor amarela, com rendimento de 55%. P.F.=98-101 °C.
'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds): 8 7,68 (s, 2H); 7,19 (s, 2H); 4,38 (t, J = 7,25 4H); 1,81
(q, J = 7,41 4H); 1,28 (q, J = 7,88, 7,67 2H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3): § 128,32;
46,60; 29,62;23,06. HRMS (EI, m/z) calculado para C11H15N6O4":295,1154; encontrado:
295,1168. CLAE (gradiente; ACN:H20, 5-95% de ACN; 15 min; 0,1% de acido formico):
t.r. = 6,72 min, pureza = 96,7%. Os espectros de caracterizagdo se encontram nas figuras

S129-S132 do material em anexo.

1.6.5. Obtencao de D5
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1,6-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)hexano (DS5). 1,6-dibrohexano (0,1 mmol) foi
utilizado como dibromoalcano nesta reacao. Apds 24 horas, o produto foi isolado como
cristais amarelos, com rendimento de 60%. P.F. = 180-183 °C. 'H-RMN (500 MHz,
DMSO-d6): 6 7,68 (s, 2H); 7,18 (s, 2H); 7,20 (s, 1H); 4,36 (t, J= 7,6 Hz, 4H); 1,76 — 1,78
(m, J= 13,6 Hz, 4H); 1,29 — 1,32 (m, J = 7,1 Hz, 4H). RMN de '3C (125 MHz, CDCI3):
6 128,31; 49,75; 30,02; 25,73. HRMS (EI, m/z) calculado para C12H17NsO4":309,1311;
encontrado: 309,1318. CLAE (gradiente; ACN:H20, 5-95% de ACN, 15 min; 0,1% de
acido formico): t.r. = 7,24 min, pureza = 98,5%. Os espectros de caracterizacdo se

encontram nas figuras S133-S136 do material em anexo.

149



1.6.6. Obtencio de D6

1,8-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)octano (D6). 1,8-dibrooctanoano (0,1 mmol) foi
usado como dibromoalcano nesta reacdo. Apos 24 horas, o produto foi isolado na forma
de cristais amarelos, com rendimento de 87%. P.F. =149 — 150 °C. 'H-NMR (500 MHz,
CDCI3):6 7,17 (s, 2H); 7,10 (s, 2H); 4,42 (t, /= 7,4 Hz, 4H); 1,85 - 1,87 (m, J= 7,4 Hz,
4H); 1,36 (s, J=7,4 Hz, 8H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3): § 128,4; 125,8; 50,24; 30,47;
28,71; 26,18. HRMS (EI, m/z) calculado para Ci4H21NesOs": 337,1624; encontrado:
337,1633. CLAE (Gradiente; ACN:H20 (5-100% ACN), 10 min; 0,1% de acido férmico):
t.r.= 8,29 min, pureza = 96,76%. Os espectros de caracterizacdo se encontram nas figuras

S137-S140 do material em anexo.

1.6.7. Obtencao de D7
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1,10-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)Jdecano (D7). 1,10-dibrodecano (0,1 mmol) foi
utilizado como dibromoalcano nesta reagdo. Apds 24 horas, o produto foi isolado como
cristais amarelos, com rendimento de 85%. P.F. = 109 — 110 °C. 'H-NMR (500 MHz,
CDCl):6 7,16 (s, 2H); 7,11 (s, 2H); 4,42 (t, J= 7,2 Hz, 4H); 1,83 — 1,88 (m, /= 7,2 Hz,
4H); 1,28 — 1,34 (m, J = 7,2 Hz, 12H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3): § 128,36; 125,85;
50,34; 30,50; 29,12; 28,85; 26,27. HRMS (EI, m/z) calculado para Ci6H25N6O4":
365,1937; encontrado: 365,1942. CLAE (gradiente; ACN:H20, 5-100% de ACN, 15
min; 0,1% de 4cido férmico): t.r. = 9,35 min, pureza = 96,8%. Os espectros de

caracterizagdo se encontram nas figuras S141-S144 do material em anexo.
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1.6.8. Obtencio de D8
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1,12-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-il)Jdodecano ~ (D8). 1,12-dibromodecano (0,1
mmol) foi utilizado como dibromoalcano nesta reacdo. Apds 24 horas, o produto foi
isolado como cristais amarelos, com rendimento de 91%. P.F. =97 — 100 °C. 'TH-NMR
(500 MHz, CDCl3): 6 7,16 (s, 2H); 7,11 (s, 2H); 4,42 (t, J= 7,2 Hz,4H); 1,83 — 1,88 (m,
J=7,2Hz,4H); 1,27 - 1,34 (m, J= 7,1 Hz, 14H). 3C-NMR (125 MHz, CDCl3): § 128,32;
125,83; 50,37; 30,53; 29,31; 29,25; 28,92; 26,32. HRMS (EI, m/z) calculado para
C18H29NsO4": 393,2250; encontrado: 393,2266. CLAE (gradiente; ACN:H20 (5-100%
ACN), 10 min; 0,1% de acido formico): t.r. = 10,43 min, pureza = 97,03%. Os espectros

de caracterizagdo se encontram nas figuras S145-S148 do material em anexo.

1.7.Difracio de Raios X

Dados de difragdo de raios X de cristal inico do composto H2 foram coletados em
um difratdmetro Bruker D8 Venture, a temperatura ambiente, com radiagdo MoKa
monocromatica de grafite (1= 0,71069 A). A coleta de dados e o refinamento da célula
foram realizados com o Bruker Instrument Service v6.2.12 e o APEX3 v2019.1-0
(BRUKER, 2007; APEX3 V2019.1-0. BRUKER AXS INC., MADISON, WISCONSIN,
[S.d.]), respectivamente. A reducdo de dados foi realizada com o SAINT V8.40A
(«Bruker (2013). SAINT v8.40A. Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA.»,[S.d.]).
A corre¢do de absor¢do multiscan empirica usando reflexdes equivalentes foi realizada
com o programa SADABS-2016/2 («Sheldrick, G.M. SADABS, Program for Empirical
Absorption Correction of Area Detector Data, University of Gottingen, Germany, 1996.»,
[S.d.]). As solugdes estruturais e os refinamentos de minimos quadrados de matriz
completa baseados em F2 foram realizados com os pacotes de programas SHELXS e
SHELXL («Sheldrick, G.M. SADABS, Program for Empirical Absorption Correction of
Area Detector Data, University of Gottingen, Germany, 1996.», [S.d.]). Todos os atomos,
exceto o hidrogénio, foram refinados anisotropicamente. Os atomos de hidrogénio foram

tratados por um refinamento restrito. A estrutura foi desenhada pelo programa Mercury
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(«Macrae, C. F., Edgington, P. R., McCabe, P., Pidcock, E., Shields, G. P., Taylor, R.,
Towler, M. & van de Streek, J., J. Appl. Cryst. 2006, 39, 453-457.», [S.d.]).

2. Avaliacdo Biologica
A avaliagdo biolégica in vitro dos compostos sintetizados neste trabalho foi
realizada conforme a sequéncia de procedimentos descrita abaixo. Inicialmente, foi
avaliada a citotoxicidade frente a diferentes modelos celulares e, posteriormente, sua
atividade toxica frente a tripanossomatideos: 7. cruzi nas formas amastigota e
epimastigota (cepa Tulahuen C2C4 LacZ) e T. brucei (T. b. brucei 427) na forma

tripomastigota.

Os animais utilizados foram disponibilizados pelo Biotério de experimentagdo do
Laboratério de Imunologia e Virologia Veterinaria da UFRRJ. Foram utilizados apenas
camundongos isogénicos de linhagem BALB/c machos com idades de 6 a 8 semanas e
peso de 22 a 25 g. Todos os processos realizados seguem as normas determinadas sob o
protocolo de CEUA numero: 4348191124, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

(CEUA/UFRRIJ) no dia 9 de junho de 2025.

A etapade avalia¢do decitotoxicidade foi realizada em diferentes modelos celulares
de mamiferos, a fim de conferir maior robustez e consisténcia aos resultados. Foram
utilizados os modelos LLC-MK2 (fibroblastos de rim de macaco rhesus), HEK-293
(células embrionarias de rim humano), macrofagos RAW-264.7 e células primarias de
camundongos: macrofagos peritoneais e esplendcitos totais, em diferentes tempos de
incubacdo, com a viabilidade celular medida por MTT, conforme descrito em seus
respectivos procedimentos experimentais. A técnica de MTT mede, indiretamente, a
viabilidade celular pela atividade mitocondrial, através da reducdo enzimdtica do sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio (sal de MTT) a 1-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazana (formazana de MTT), catalisada por PMS
(metossulfato de fenazina). Uma vez que a formazana de MTT apresenta coloragdo
roxa/violeta intensa, pode ser quantificada por absorbancia no UV entre 550 ¢ 590 nm
apos ser solubilizada em DMSO, uma vez que a formazana do MTT ¢ insoluvel em agua

(Figura 3)(KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Para as leituras das absorbancias
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foi utilizado o leitor de placas iMark microplate absorbance reader (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, California, EUA).

Redutases %
@—( I mitocondriais N=N

NN
1/ > PMS V=N

MTT Formazana
(amarelo) (Violeta)

Figura 3. Esquema reacional da reducdo do sal de MTT por redutases mitocondriais a
formazana de MTT.

A avaliacao frente a amastigotas intracelulares de 7. cruzi de varios compostos de
maneira eficiente foi possivel gragas a cepa Tulahuen C2C4 LacZ, que ¢ uma cepa que
sofreu uma modificagdo genética de modo a ser capaz de expressar a enzima [3-
galactosidase (gene LacZ de Escherichia coli) (BUCKNER et al., 1996). Uma vez que
essa enzima nao ocorre em células de mamiferos, o que torna essa metodologia uma
estratégia eficaz para a quantificacdo indireta do parasito, ela se baseia na hidrolise
enzimatica de galactosideos, como o CPRG. Essa enzima, liberada no meio apos a ruptura
da membrana celular das amastigotas pela a¢do do Triton X-100, é responsavel pela
clivagem do vermelho de clorofenol B-galactopiranosideo (CPRG), de coloragao amarela,
dando origem a uma molécula de galactose (incolor) e a uma molécula de vermelho de
clorofenol (Figura 4), de coloracao violeta (A = 562 nm) (SEEBER; BOOTHROYD,
1996). Ja o ensaio de toxicidade frente as formas epimastigotas se procedeu utilizando o
protocolo CPRG para maiores tempos de incubacdo (7 dias) e MTT para menores tempos
de incubacdo (6, 12, 24 e 48 horas). A utilizacdo do MTT se fez necessaria, pois, em
curtos periodos de incubagao, nao € possivel observar proliferagao do parasito que garanta
uma “janela de quantificacdo” razoavel para realizar o tratamento estatistico. Uma vez
que, inclusive, os parasitos mortos ou com danos estruturais irreversiveis também
apresentam [-galactosidase em seu interior celular, sendo quantificaveis como viaveis

quando se utiliza o CPRG, o que pode ser contornado com o uso do MTT para tempos

curtos de incubagao.
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Figura 4. Reacdo enzimatica de clivagem do galactosideo CPRG pela a¢do da enzima (-
galactosidase, quantificada por absorbancia no UV (570 nm) (adaptado de BUCKNER et
al., 1996).

A etapa de avaliagdo frente as formas tripomastigotas de 7. brucei brucei foi
realizada durante o periodo do PDSE em Cleveland State University — Ohio, EUA, sob a
orientacdo do Dr. Bin Su. A espécie utilizada foi a Trypanosoma brucei brucei que ndo
apresenta riscos de infec¢do para humanos, apenas para mamiferos de pequeno porte, e,
por isso, € utilizada amplamente em triagens in vitro, diferente dasespécies Trypanosoma
brucei rhodesiense ¢ Trypanosoma brucei gambiense altamente infectivas para humanos
(NAESSENS, 2006). Todos os compostos foram testados frente as tripomastigotas de 7.
b. brucei em diferentes tempos de incubagdo (24 e 48 horas), sendo que o periodo de
incubagao de 24 horas se procedeu apenas para os dois hibridos mais ativos no periodo
de 48 horas, H2 e HS. A viabilidade celular foi medida por meio de MTS, conforme
descrito no procedimento experimental. A técnica de MTS mede, indiretamente, a
viabilidade celular pela atividade mitocondrial, através da reducao enzimatica do (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio) (sal de MTS)
a 4-(2-(-(3-(carboximeetoxi)fenil)(-(4,5-dimetiltiazol-2-il)diazenil)metileno)hidrazineil)
benzenossulfonato (formazana de MTS) catalisada por PMS (metossulfato de fenazina).
Diferentemente da formazana do MTT, a formazana do MTS ¢ soluvel em dgua. Uma vez
que a formazana de MTS possui coloracdo vermelho-alaranjado intensa, esta pode ser
quantificada por absorbancia no UV de 450 a 540 nm (Figura 5) (BOBBA et al., 2022;
TOMINAGA et al., 1999).
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Figura 5. Esquema reacional da reducdo do sal de MTS por redutases mitocondriais a
formazana de MTS.

2.1.Avaliacio da citotoxicidade frente as células LLC-MK2

Em uma placa transparente de 96 pogos, foi adicionada uma suspensio de 1 x 10*
células LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2 % de SFB. As células foram incubadas
a 37 °C (5% de CO2) por 20 horas e, depois, lavadas com PBS para remover as células
ndo aderentes. As células foram tratadas com diluigdes em série dos compostos em
triplicata, pré-diluidas em DMEM + 2% de SFB. Controles nao tratados, veiculo (DMSO
0,2% v/v) e branco (sem adicdo de células) foram incluidos no experimento. Apos 120 h
de incubac¢do, o sobrenadante foi removido, a monocamada de células foi lavada com
PBS e, em seguida, o meio de cultura foi renovado. Em seguida, foram adicionados 20
puL de MTT salino 3,0 mM, seguidos de incubacao por mais 1,5 h. O sobrenadante foi
entdo removido e os cristais de formazana foram dissolvidos com a adi¢do de 120 pL de
DMSO em cada pogo. Ap6s incubagao por 1,5 h para dissolver os cristais de MTT, ao

abrigo daluz e a37 °C, a absorbancia foi medida em A = 570 nm com um leitor de placas.

2.2.Avaliacao da citotoxicidade frente as células HEK-293
Em uma placa transparente de 96 pogos, foi adicionada uma suspensdo de 1x10*
células HEK-293 (ATCC) em meio DMEM + 10 % de SFB. As células foram incubadas
a 37 °C (5% de CO2) por 20 horas e, depois, lavadas com PBS para remover as células
ndo aderentes. As células foram tratadas com diluicdes em série dos compostos em
triplicata, pré-diluidas em DMEM + 10% de SFB. Controles ndo tratados, veiculo

(DMSO 0,2% v/v) e branco (sem adi¢dao de células) foram incluidos no experimento.
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Ap6s 48 h de incubagdo com os compostos, o sobrenadante foi removido, a monocamada
decélulas foilavada com PBS e, em seguida, o meio de cultura foi renovado. Em seguida,
foram adicionados 20 pL de MTT salino 3,0 mM, seguidos de incubagdo por mais 1,5 h.
O sobrenadante foi entdo removido e os cristais de formazana foram dissolvidos com a
adicdo de 120 uL de DMSO em cada pogo. Apos incubagdo por 1,5 h para dissolver os
cristais de MTT, ao abrigo daluze a 37 °C, a absorbancia foi medidaem A =570 nm com

um leitor de placas.

2.3.Avaliagao da citotoxicidade frente as células RAW-264.7

Em uma placa transparente de 96 pogos, foi adicionada uma suspensio de 1 x 10*
células RAW-264-7 (ATCC) em meio RPMI+ 10 % de SFB. As células foram incubadas
a 37 °C (5% de CO2) por 20 horas e, depois, lavadas com PBS para remover as células
ndo aderentes. As células foram tratadas com diluicdes em série dos compostos em
triplicata, pré-diluidas em RPMI + 10% de SFB. Controles nao tratados, veiculo (DMSO
0,2% v/v) e branco (sem adicdo de células) foram incluidos no experimento. Apos 48 h
de incubac¢do, o sobrenadante foi removido, a monocamada de células foi lavada com
PBS e, em seguida, o meio de cultura foi renovado. Em seguida, foram adicionados 20
uL de MTT salino 3,0 mM, seguidos de incubagdo por mais 1,5 h. O sobrenadante foi
entdo removido e os cristais de formazana foram dissolvidos com a adi¢ao de 120 uL de
DMSO por pogo. Ap6s incubagao por 1,5 h para dissolver os cristais de MTT, ao abrigo

daluz ea 37 °C, a absorbancia foi medida em A = 570 nm com um leitor de placas.

2.4.Avaliacao da citotoxicidade de H2 frente a macrofagos peritoneais

Os macrofagos peritoneais foram obtidos a partir de lavado peritoneal 2 x 5 mL
com DMEM gelado, em seguida centrifugados (1600 rpm por 5 minutos) e lavados com
PBS 10 mL e suspensos em DMEM + 10 % SFB. Em uma placa transparente de 96 pocos,
foiadicionada uma suspensio de 2x10° macrofagos em meio DMEM + 10 % de SFB. As
células foram incubadas a 37 °C (5% de CO:2) por 24 horas e, depois, lavadas com PBS
para remover as células ndo aderentes. As células foram tratadas com diluigdes em série
de H2 em triplicata, pré-diluidas em DMEM + 10% de SFB. Controles ndo tratados,

veiculo (DMSO 0,2% v/v) e branco (sem adi¢do de células) foram incluidos no
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experimento. Apos os periodos de 24 e 48 h de incubagdo (respectivamente para cada
ensaio), o sobrenadante foi removido, a monocamada de células foi lavada com PBS e,
em seguida, o meio de cultura foi renovado. Em seguida, foram adicionados 20 pL de
MTT salino 3,0 mM, seguidos de incubagao por mais 1,5 h. O sobrenadante foi entdo
removido e os cristais de formazana foram dissolvidos com a adi¢do de 120 pL de DMSO
em cada poco. Apds incubagao por 1,5 h para dissolver os cristais de MTT, ao abrigo da

luz e a 37 °C, a absorbancia foi medida em A = 570 nm com um leitor de placas.

2.5.Avalia¢do da citotoxicidade de H2 frente a esplendcitos totais

Os esplendcitos totais foram obtidos a partir da maceracdo do baco dos
camundongos, seguido do tratamentode 3 a 5 minutos com tampao delise ACK para lisar
globulos vermelhos, em seguida centrifugados (1600 rpm por 5 minutos) e lavados com
PBS 10 mL e suspensos em DMEM + 10 % SFB. Em uma placa transparente de 96 pogos,
foi adicionada uma suspensio de 2x10° macrofagos em meio DMEM + 10 % de SFB. As
células foram incubadas a 37 °C (5% de CO2) por 24 horas e, depois, lavadas com PBS
com auxilio de centrifugagdo (1600 rpm por 5 minutos). As células foram tratadas com
dilui¢des em série de H2 em triplicata, pré-diluidas em DMEM + 10% de SFB. Controles
nao tratados, veiculo (DMSO 0,2% v/v) e branco (sem adig¢@o de células) foram incluidos
no experimento. Apds os periodos de 24 e 48 h de incubagdo (respectivamente para cada
ensaio), o sobrenadante foi removido, a monocamada de células foi lavada com PBS e,
em seguida, o meio de cultura foi renovado. Em seguida, foram adicionados 20 pL de
MTT salino 3,0 mM, seguidos de incubagdo por mais 1,5 h. O sobrenadante foi entdo
removido e os cristais de formazana foram dissolvidos com a adi¢do de 120 pL de DMSO
em cada poco. Apos incubagdo por 1,5 h para dissolver os cristais de MTT, ao abrigo da

luz e a 37 °C, a absorbancia foi medida em A = 570 nm com um leitor de placas.

2.6.Avaliacao da atividade tripanocida frente as formas epimastigotas de 7.
cruzi

Em uma placa transparente de 96 pogos, os parasitos na forma epimastigota foram
incubados por 7 dias a uma concentragdo de 1x10° parasitos/mL; para os demais periodos
de tratamento, utilizou-se 8,5x106 parasitos/mL em meio LIT suplementado com hemina

(25 mg/L) e 10% de SFB, com volume final de 150 pL/célula. O tratamento foi realizado
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com diluigdes seriadas de H2, em triplicata, e o benznidazol foi usado como farmaco de
referéncia, também em triplicata. Triplicatas de parasitas ndo tratadas (controle vivo),
tratadas com DMSO 0,2% v/v (veiculo) e sem parasitas (controle em branco) serviram
como controles experimentais. Apos o periodo de incubagdo, a placa foi centrifugada
(1800 rpm por 10 min a 4 °C) e o sobrenadante foi removido; em seguida, 100 puL de
solu¢do de PBS foram adicionados aos pogos, seguidos de 30 pL de substrato de B-
clorofenol vermelho galactopiranosideo (CPRG) a 0,5 mM em PBS, com 0,9% v/v de
Igepal CA-630. Apos a incubagdo por 1,5 h, a absorbancia foi medidaaA =570 nm em
um leitor de placas. Para o procedimento de incubagdao em 48, 24, 12 e 6 horas, utilizou-
se a mesma metodologia de montagem, com as respectivas concentragdes de parasitos:
1x10° parasitos/mL para os periodos de 24 e 48 horas e 10x10°¢ parasitos/mL para 0s
periodos de 6 e 12 horas. Apds os periodos de incubagdo (48, 24, 12 e 6 horas), a placa
foi centrifugada a 1800 rpm por 10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi removido. Em
seguida, 100 uL de solucdo PBS + glicose 2 g/L. + 10% SFB foram adicionados aos pogos.
Em seguida, foram adicionados 20 pL de solucao salina de MTT 3,0 mM, seguidos de
incubagdo por mais 1,5 h. O sobrenadante foiremovido e os cristais de formazana foram
dissolvidos com a adi¢ao de 120 uL. de DMSO em cada pogo. Apds incubagao por 1,5 h

para dissolver os cristais de MTT ao abrigo daluz e a 28 °C, a absorbancia foi medidaa

A =570 nm, com o auxilio de um leitor de placas.

2.7.Avaliagao da atividade tripanocida frente as formas amastigotas de 7. cruzi

Em uma placa transparente de 96 pogos, foi adicionada uma suspensio de 1 x 10*
células LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% de SFB. As células foram incubadas
a 37 °C (5% de CO2)para adesao por 3 h e, em seguida, lavadas com PBS para remover
as células ndo aderentes. Uma suspensdo contendo 1,5 x 103 tripomastigotas da cepa T.
cruzi Tulahuen C2C4 LacZ foi adicionada as células, seguida de incubacao a 37 °C (5%
de CO2) por 20 horas para estabelecer a infecgdo. Os parasitas ndo internalizados foram
removidos por trés lavagens sucessivas com PBS, seguidas de tratamento com dilui¢des
em série dos compostos em triplicata, pré-diluidos em DMEM + 2% de SFB. Os controles
sem tratamento, o veiculo (DMSO 0,2% v/v) e o branco (sem adicdo de parasitas) foram
incluidos no experimento. O benznidazol foi usado em diluigdo em série como controle

positivo. Apds a incubagdo por 5 dias (120 h), foram adicionados 30 puL de solucao de
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0,5 mM de substrato vermelho de clorofenol B-galactopiranosideo (CPRG) em PBS,
contendo 0,9% v/v delgepal CA-630. Apos incubagdo por 1,5 h, a absorbancia foi medida

aA =570 nm em um leitor de placas.

2.8.Avaliacao da atividade tripanocida frente as formas “bloodstream” de 7.
brucei brucei

Em uma placa transparente de 96 pogos, os parasitos foram incubados por 48 horas
a uma concentragdo de 5 x 10* parasitos cepa T. b. brucei 427 por pogo, no periodo de 24
horas foi utilizado uma concentragio de 10 x 107 parasitos por pogo em meio HMI-9 com
10% de SFB e um volume final de 100 pL/pogo sob 37°C (5% de CO2). O tratamento foi
realizado com dilui¢des seriadas dos compostos, em triplicata, usando o fexinidazol como
farmaco de referéncia. Triplicatas de parasitos ndo tratados (controle vivo), tratad os com
DMSO 0,2% v/v (veiculo) e sem parasitos (controle em branco) serviram como controles
experimentais. ApoOs a incubagdo, foram adicionados 20 pL desolugao MTS (5 % PMS),
seguidos de incubagdo por mais 2 h. Apos a mudanca de coloracao visivel da placa,
devido a solubilizagdo dos cristais de formazana do MTS hidrossoluveis, a absorbancia

foi medida a A =490 nm, com o auxilio de um leitor de placas.

2.9. Tratamento estatistico de dados
Os dados de absorbancia foram convertidos em valores de viabilidade relativa a

média do controle veiculo, descontados da média do controle branco, conforme a formula

abaixo:
Abs — My
V 0, = —

V(%) = Viabilidade em %
Abs = Leitura de absorbancia em determinado pogo
Mp = Média da absorbancia da triplicata do Controle Branco
Mp = Média da absorbancia da triplicata do Controle Veiculo
Os valores percentuais foram inseridos no sofiware GraphPad Prism 9, onde foram
realizados os calculos estatisticos e gerados os graficos apresentados. Para os calculos da

concentragdo inibitéria do crescimento em 50% (Clso) foi utilizado o modelo padrao do

software de regressao nao linear para valor de concentragdao de inibidor versus resposta
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normalizada com inclinagdo varidvel. Os valores de CIso foram obtidos pela média de
pelo menos 3 experimentos independentes. Para os testes de significancia estatistica,

utilizou-se a analise de variancia simples (ANOVA).

2.10. Calculo do indice de seletividade (IS)
O célculo do indice se deu pela divisdo entre o Clso sobre as células hospedeiras

pelo Clso do parasito em questdo, da seguinte forma:

IS = (CIgy célula hospedeira)

(CIzg parasito)

3. Analise espectroscopica da interacdo HSA:H2

Os espectros de absor¢ao UV e de fluorescéncia em estado estacionario foram
obtidos com um SpectraMax iD5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) em uma placa de 96 pogos. Em todos os casos,
experimentos triplicados foram realizados e os dados foram analisados no GraphPad
Prism, versao 8.0.1, para Windows, da GraphPad Soffware (San Diego, California, EUA).
Para a andlise de absor¢cdo de UV, trés amostras diferentes foram medidas na faixa de
230-400 nm a 310 K com PBS como linha de base: solu¢ao de HSA nao ligada (4,0 uM
em PBS), H2 (8,0 uM em PBS) e HSA:H2 (com uma concentracdo fixa de HSA de 4,0
uM e concentracdo de H2 de 8,0 uM em PBS). Em cada caso, a linha de base

correspondente foi subtraida.

Asmedidas de fluorescéncia em estado estacionario foram obtidas na faixa de 320-
500 nm, em cinco temperaturas (300, 305, 310, 315 e 320 K), com um comprimento de
onda de excitacdo (Aexc) de 280 nm. A uma concentragdo fixa de 4,0 uM de albumina, foi
adicionada a solu¢do de H2 até atingir concentracdes finais de 0,0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0,
2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 uM. Em cada caso, a linha de base correspondente foi subtraida. Para
obter parametros quantitativos da afinidade de ligacao entre HSA e H2, foram utilizadas
as aproximagdes matematicas daenergia livre de Stern-Volmer, de van 't Hoff e de Gibbs,
apos a corregdo do filtro interno, seguindo trabalhos anteriores (CHAVES, OTAVIO et
al., 2015; CHAVES, OTAVIO A. et al., 2023; CHAVES, OTAVIO AUGUSTO et al.,
2024).
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Os ensaios de deslocamento de farmacos foram realizados com sondas de sitio para
sitio 1 (varfarina), sitio II (ibuprofeno) e sitio III (digitoxina) (ACUNHA; CHAVES;
IGLESIAS, 2021; CHAVES, OTAVIO AUGUSTO et al., 2019). As medigdes de
fluorescéncia em estado estacionario foram obtidas sob as mesmas condicdes descritas
acima a 310 K. No entanto, neste caso, cada sonda de sitio foi pré-incubada a 4,0 uM de
solugdo de HSA (propor¢ao 1:1) antes das adigdes de H2 (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0;
4,0; 6,0 e 8,0 uM).

Os decaimentos de fluorescéncia resolvidos no tempo (TRF) foram obtidos por
meio de um aparelho construido pelo grupo da Universidade de Coimbra-PT, que faz a
contagem de fétons unicos correlacionados no tempo (TCSPC), conforme descrito
anteriormente (PINA et al., 2009). Os decaimentos foram coletados com excitagdo a 282
nm (HoribaJobin-Y von-IBH nanoLED) e comprimento de onda de emissao a 338 nm. Os
decaimentos de fluorescéncia para HSA (4,0 uM, em PBS) e HSA:H2 (concentragdes de
farmaco de 0,0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 ¢ 8,0 uM), bem como a funcao de
resposta instrumental (FRI, coletada com dispersdo Ludox®), foram obtidos com 1024
canais € uma resolugcdo de 97,1 ps/canal. A desconvolucao das curvas de decaimento de
fluorescéncia foi realizada pelo método da funcdo de modulacdo, conforme
implementado por G. Striker no sofiware SAND, conforme relatado anteriormente na

literatura (STRIKER et al., 1999).

Experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados em um
espectrofotometro Olis DSM-20CD (OLIS, Inc., Bogart, GA, EUA), com um sistema de
controle de temperatura Quantum Northwest CD 150 (Quantum Northwest, Inc., Liberty
Lake, WA, EUA). Usando uma cubeta de 0,1 cm de comprimento de caminho, os
espectros de CD HSA far-UV (de 200 a 250 nm) foram registrados na auséncia e presenga
de H2 na propor¢dao de 1:1 e 1:8. Os espectros médios obtidos de trés execucdes
sucessivas foram corrigidos pela subtragdo do sinal do buffer. Os resultados foram
normalizados e expressos como o peso médio do residuo [@]mrw em deg.cm?.dmol!
(COSTA-TUNA et al., 2024). O conteudo da estrutura secundaria foi estimado pela

analise dos espectros de UV distante, usando um servidor online Beta Structure Selection

(BestSel, http://bestsel.elte.hu/index.php) (MICSONALI et al., 2018).
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4. Avaliacgao in silico

4.1.Procedimento de docking molecular TcNTR

A estrutura tridimensional homodimérica do TcNTR foi prevista com o servidor
web Swiss-model (WATERHOUSE, ANDREW M et al., 2024), utilizando como modelo
a estrutura danitrorredutase deraios X da E. coli B obtidano Bancode Dados de Proteinas
com o codigo de acesso 1DS72 (PARKINSON; SKELLY; NEIDLE, 2000), seguindo o
protocolo anteriormente relatado por Cirqueira e colaboradores (CIRQUEIRA et al,
2022), que foi revalidado com o modelo previsto pelo AlphaFold para o sitio ativo. A
estrutura quimica daazomicina e os produtos diméricos de 2-nitroimidazéis D1-D8 foram
construidos e minimizados em termos de energia pela Teoria Funcional da Densidade
(DFT) sob a funcdo de energia B3LYP/6-31G* com o software Spartan'l4
(Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA) (SHAO et al, 2006). O mesmo método foi
utilizado para obter as propriedades fisico-quimicas dos compostos no software

Spartan'14 (Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA).

Os calculos de acoplamento molecular foram realizados com o software GOLD
2025 (Cambridge Crystallographic Data Centre, Cambridge, CB2 1EZ, Reino Unido)
(JONES et al., 1997), considerando-se pH 7,4. Os célculos deredocking foram realizados
com o cofator FMN cristalizado com estrutura NTR de E. coli B, obtendo-se valores de
desvio quadritico médio (RMSD) de 1,0529, 0,9275, 1,1619 e 1,4489 A para ChemPLP,
GoldScore, ChemScore e ASP, respectivamente. Como o ChemPLP resultou em um valor
de RMSD proximo de 1, essa fungdo padrao do software GOLD 2025 foi usada para os
calculos deacoplamento molecular, com raio de 6 A ao redor do cofator FMN. O servidor
web Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) foi utilizado para a identificacdo de
interagdes proteina-ligante (ADASME et al, 2021), e as figuras das poses de
acoplamento com o maior valor de pontuagdo de acoplamento foram geradas no software
PyMOL Molecular Graphics System 1.0 (software Delano Scientific LLC, Schrodinger,
Nova lorque, NY, EUA) (YUAN; CHAN; HU, 2017a).

162



4.2.Procedimento de docking molecular TcSDH

4.2.1. Construcio, otimizacdo e refinamento estrutural do modelo de TcSDH
Como a estrutura do alvo enzimatico proposto ainda ndo foi determinada
experimentalmente, foi necessario preparar um modelo a partir das sequéncias primarias
de aminoécidos das4 subunidades cataliticas A, B (heterodimérica), C e D da succinato
desidrogenase de 7. cruzi (TcSDH), obtidas do servidor UniProt (BATEMAN et al,
2025) (Tabela 1).

Tabela 1. Codigos para as sequéncias primarias das subunidades cataliticas de TcSDH

obtidas no servidor UniProt.

Subunidades de TcSDH Codigo UniProt
SDHA Q9U8NQ2.Q9U8NQ2 TRYCR
SDHBn AO0A2V2VL92.A0A2V2VL92 TRYCR
SDHBc Q4CVH2.Q4CVH2 TRYCC
SDHC Q4D4V5.Q4D4V5 TRYCC
SDHD Q4D1F3.Q4D1F3 TRYCC

As subunidades TcSDHA, TcSDHC e TcSDHD foram modeladas com o servidor
Swiss-Model (GUEX; PEITSCH, 1997; WATERHOUSE, ANDREW et al., 2018). A
subunidade TcSDHA foi modelada no modo automatizado, tendo como molde a estrutura
da succinato desidrogenase avidria (c6digo PDB: 1YQ4; resolu¢io = 2,33 A). Para as
duas outras subunidades (TcSDHC e TcSDHD) foi usado o modo de alinhamento,

usando-se como molde a enzima homdloga de Escherichia coli (codigo PDB: 1NEK;
resolucio = 2,60 A).

A subunidade heterodimérica TcSDHB foi modelada com o servidor PHYRE?
(Imperial College, 2024)(KELLEY et al., 2015) em uma abordagem hibrida das técnicas
de modelagem comparativa e ab initio. As enzimas homologas de Ascaris suum (codigo
PDB: 4YSX; resolugdo = 2,25 A) e aviaria (codigo PDB: 2HS89; resolucio = 2,40 A)

foram utilizadas, respectivamente, como os moldes primarios e secundarios.

Os modelos individuais de cada subunidade de TcSDH foram montados pela

sobreposi¢do na SDH de A. suum (c6digo PDB: 4YSX) e acoplados por encaixe manual
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usando-se os programas GOLD 2024.3 (CCDC) (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB,
2012; VERDONK et al., 2003) e PyMOL 3.1 (Schrédinger, LLC) (YUAN; CHAN; HU,
2017b). Os grupos prostéticos e ligantes (FAD™, fumarato, flutolanil, protoheme I1X e os
aglomerados [2Fe-2S], [4Fe-4S] e [3Fe-4S]) foram transferidos para seus sitios
especificos. Atomos de hidrogénio foram adicionados por meio do procedimento padrio
do programa GOLD. Conflitos estéricos do modelo foram resolvidos com simulagdes

curtas de dindmica molecular discreta com o servidor Chiron (Dokholyan Group, 2024)

(RAMACHANDRAN et al., 2011) pelo método padrao.

4.2.2. Construcao e otimizagao dos ligantes

As estruturas dos ligantes foram construidas e tiveram suas energias minimizadas
com o método semiempirico PM6 (STEWART, JAMES J. P., 2007) do programa
Spartan’24 (FRANCO, LUCAS SILVA et al., 2025; WAVEFUNCTION, 2025). Os
estados de protonagao e formas tautoméricas mais estaveis em pH = 7.40 foram definidos

com o plugin pKa/tautdmero do programa MarvinSketch 23.1.0 (CHEMAXON, 2024).

4.2.3. Normalizacido das pontuac¢des de docagem
Para reduzir o viés das fungdes da docagem em pontuar mais os ligantes com
maior massa molecular, as pontuacdes foram normalizadas com o niimero de dtomos
diferentes de hidrogénio (N) presentes na estrutura dos ligantes, seguindo a equagao

descrita por Pan e colaboradores (2002) (Figura 6).

Docking score

Normalized score = T
N3

Figura 6. Equacdo utilizada para a normalizagdo das pontuagdes de docagem dos

ligantes, na qual N = nimero de atomos pesados (exceto atomos de hidrogénio).

4.2.4. Estudo de docagem para os ligantes de referéncia

Com a finalidade de avaliar o desempenho das fung¢des de pontuagdo para o sistema,

estudos prévios de docagem foram feitos com os ligantes fumarato e flutolanil no modelo
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enzimatico de TcSDH, utilizando as 4 fungdes de pontuagdo disponiveis no programa
GOLD 2024.3 (ChemPLP, GoldScore, ChemScore ¢ ASP) (JONES et al., 1997).

O fumarato foi docado no sitio dicarboxilato, definido na subunidade A, tendo
como centro da cavidade de interag@o suas coordenadas de transferéncia para o modelo e
um raio de 12 A para essa cavidade. O ligante flutolanil foi docado no sitio ubiquinona,
definido na interface das subunidades B, C e D, nas mesmas condi¢des. Moléculas de
dgua ndo foram consideradas devido a alta incerteza de suas posi¢cdes na estrutura
proteica. Asposes geradas foram analisadas com os programas PyMOL 3.1 (Schrodinger,

LLC) e Discovery Studio 25.1.0.24284 (Dassault Systemes) (LU et al., 2011).

4.2.5. Estudo de docagem em TcSDH para os hibridos

A docagem molecular dos novos hibridos (H1-H10), assim como da piperina, 2 €
benznidazol, foi realizada no modelo construido de TcSDH, explorando os sitios ativos
dicarboxilato e ubiquinona (Qp). Em ambos os sitios a docagem rigida foi realizada com
a funcdo de pontuagdo ChemPLP (anteriormente selecionada no estudo para os ligantes
de referéncia) e 200% de eficiéncia de pesquisa do algoritmo genético do programa
GOLD 2024.3 (CCDC). O raio de docagem abrangeu 12 A a partir das coordenadas dos
ligantes de referéncia flutolanil e fumarato, respectivamente, nos sitios ubiquinona e

dicarboxilato. As poses geradas foram analisadas com os programas PyMOL 3.1

(Schrodinger, LLC) e Discovery Studio 25.1.0.24284 (Dassault Systémes).

4.2.6. Calculos semiempiricos e reotimizacdo da geometria dos complexos
ligante-proteina

O termo entélpico referente ao processo de interacdo entre ligante e proteina foi
obtido pela reotimizagdo dos complexos com o método do orbital molecular PM7
(STEWART, JAMES J. P., 2013) do programa Mopac2016 (Stewart Computational
Chemistry, 2016), pelo qual as entalpias de interacdo (AHint) foram calculadas. Para
reduzir o custo computacional, foram selecionados somente os residuos de aminoacidos
contidos em um raio de 12 A a partir da pose dos ligantes em cada sitio ativo da enzima.
O restante da proteina foi substituido por um meio continuo com constante dielétrica

adequada para representar o interior de proteinas; os ligantes fora do sitio foram
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modelados em um meio continuo com constante dielétrica igual a da dgua, com o modelo
COSMO (KLAMT; SCHUURMANN, 1993). As entalpias de interagdo dos complexos,
entdo, foram calculadas considerando a diferenca entre a entalpia de formacao (AHr) do
complexo ligante-proteina ¢ a soma dos valores de AHr individuais da proteina e do

ligante isolados (ROCHA, SHEISI F. L. S.; SANT’ANNA, 2019).

4.2.7. Calculo do AGping para os complexos ligante-proteina
A energia livre de ligacdo (AGyind) para as poses de docagem dos ligantes em TcSDH
foi calculada com o método Sievgene do programa MyPresto versao 1.1.107 (JBIC, 2025)
(FUKUNISHI; MIKAMI; NAKAMURA, 2003), por meio do método padrio de
aproximacao de interagdo direta (DIA) (FUKUNISHI; NAKAMURA, 2013).

4.2.8. Correlacdo dos descritores de interacio com os dados experimentais

Os descritores de interagdo obtidos para os ligantes deste trabalho, em cada um dos
dois sitios ativos, foram correlacionados com os dados experimentais dos ensaios
biologicos contra as formas amastigotas de 7. cruzi (Tabela 8 — Resultados e discussao).
Na perspectiva de se encontrar uma correlacdo adequada entre ambos, praticou-se uma
combinagdo de andlises estatisticas com regressao linear simples e multipla por meio do
programa Excel (MICROSOFT CORPORATION, 2025). A variavel dependente [ICso
(uM) Amastigotes 7. cruzi] foi individualmente correlacionada com cada descritor de
interag¢do (pontuagdo de docagem, pontuagdo normalizada, AGbind € AHint), adotando um

nivel de confianca de 95% (ROCHA, SHEISI F. L. S.; SANT’ANNA, 2019).

4.3.Procedimento de docking molecular 14DM e HSA
A estrutura 3D para esterol 14a-desmetilase (1,4DM) e HSA foi obtida do Protein
Data Bank (PDB) com cédigos de acesso 3KSW e 3JRY, respectivamente. A estrutura
dos hibridos foi construida e minimizada em energia com o sofiware Spartan'l4
(Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA)pelo método de Density Functional Theory (DFT)
(SHAO et al., 2006). Os calculos de docking molecular foram realizados com o software

GOLD 2022.3.0 (Cambridge Crystallographic Data Centre, Cambridge, CB2 1EZ, Reino
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Unido)(JONES et al., 1997). No caso do 14DM, estudos de redocagem foram realizados
com o inibidor 4-(4-clorofenil)-N-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-feniletil]benzamida (VNF),
que apresentou similaridades estruturais com os hibridos em estudo, obtendo-se valores
de desvio quadratico médio (RMSD) adimensionais de 2,0011, 2,3146, 1,8052 ¢ 2,1968
para ChemPLP, GoldScore, ChemScore e ASP, respectivamente. Como o menor valor de
RMSD foi obtido para o ChemScore, esta funcdo de pontuagado foi utilizada nos estudos
de docking. Para comparar os valores de pontuagdo de docking de 14DM, a funcdo
ChemScore também foi aplicada aos célculos in silico desse alvo. Por outro lado, para
HSA, utilizou-se a funcao de pontuacao padrdo ChemPLP devido a melhor correlagao

observada entre dados in silico e experimentais para este alvo (ACUNHA; CHAVES;
IGLESIAS, 2021; CHAVES, OTAVIO AUGUSTO et al., 2024).

Célculos de encaixe molecular foram realizados para um raio de 10 A em torno dos
dominios selecionados: o dominio de ligacdo de protoporfirina de ferro IX (HEME) para
14DM, enquanto os subdominios ITA, ITIA e IB (sitios I, II e I1I, respectivamente) foram
selecionados para HSA. O servidor web Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP)

(https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index) foi usado para a identificagdo

de interagdes proteina-ligante, e as figuras 3D foram geradas com o software PyMOL
Molecular Graphics System, versdo 1.0 (software Delano Scientific LLC, Schrodinger,

Nova York, EUA) (ADASME et al., 2021; YUAN; CHAN; HU, 2017a).

5. Avaliacio ADME-Tox

O perfil farmacocinético e de semelhanca a farmacos para os ligantes foi previsto
com os servidores SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), pkCSM
(PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015) ¢ ADMETIlab 3.0 (FU et al, 2024). Os

parametros de ADME-Tox desses servidores foram integrados para gerar uma analise

propositiva mais abrangente e complementar.
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5-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione
Chemical Formula: C4gH21N30,S
Exact Mass: 355,14
Molecular Weight: 355,46
Elemental Analysis: C, 64.20; H, 5.96; N, 11.82; O, 9.00; S, 9.02
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2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethan-1-ol
Chemical Formula: CgHgN3;O3
Exact Mass: 171,06
Molecular Weight: 171,16
Elemental Analysis: C, 42.11; H, 5.30; N, 24.55; O, 28.04
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2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethyl methanesulfonate
Chemical Formula: C;H4N305S
Exact Mass: 249,04
Molecular Weight: 249,24
Elemental Analysis: C, 33.73; H, 4.45; N, 16.86; O, 32.10; S, 12.86
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1-(2-iodoethyl)-2-methyl-5-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: CgHgIN;O,
Exact Mass: 280,97
Molecular Weight: 281,05
Elemental Analysis: C, 25.64; H, 2.87; |, 45.15; N, 14.95; O, 11.39
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1-(2-bromoethyl)-2-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: CsHgBrNsO,
Exact Mass: 218,96
Molecular Weight: 220,03
Elemental Analysis: C, 27.29; H, 2.75; Br, 36.32; N, 19.10; O, 14.54
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Br
1-(3-bromopropyl)-2-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: CgHgBrN3;O,
Exact Mass: 232,98
Molecular Weight: 234,05
Elemental Analysis: C, 30.79; H, 3.45; Br, 34.14; N, 17.95; O, 13.67
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1-(4-bromobutyl)-2-nitro-1H-imidazole

Br

Chemical Formula: C;H(BrN;O,
Exact Mass: 247,00

Molecular Weight: 248,08

Elemental Analysis: C, 33.89; H, 4.06; Br, 32.21; N, 16.94; O, 12.90
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1-(2-bromoethyl)-2-methyI-B4r-nitro-1 H-imidazole
Chemical Formula: CgHgBrN3;0O,
Exact Mass: 232,98
Molecular Weight: 234,05
Elemental Analysis: C, 30.79; H, 3.45; Br, 34.14; N, 17.95; O, 13.67
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Br
1-(3-bromopropyl)-2-methyl-4-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: C;H¢BrN;O,

Exact Mass: 247,00
Molecular Weight: 248,08
Elemental Analysis: C, 33.89; H, 4.06; Br, 32.21; N, 16.94; O, 12.90
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Espectro 44.1. Espectro bidimensional de RMN 'H, *C - HSQC (J 1) (500 MHz/125
MHz,CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 10.
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Espectro 44.2. Espectro bidimensional de RMN 'H, *C - HMBC (J 2, J 3) (500 MHz/125
MHz,CDCl3) do 1-(3-bromopropil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol 10.
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Br
1-(4-bromobutyl)-2-methyl-4-nitro-1 H-imidazole
Chemical Formula: CgH{,BrN;O,

Exact Mass: 261,01
Molecular Weight: 262,11

Elemental Analysis: C, 36.66; H, 4.61; Br, 30.49; N, 16.03; O, 12.21
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1-(2-bromoethyl)-4-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: CsHgBrN3O,
Exact Mass: 218,96
Molecular Weight: 220,03
Elemental Analysis: C, 27.29; H, 2.75; Br, 36.32; N, 19.10; O, 14.54
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Br
1-(3-bromopropyl)-4-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: CgHgBrN3;0,
Exact Mass: 232,98
Molecular Weight: 234,05
Elemental Analysis: C, 30.79; H, 3.45; Br, 34.14; N, 17.95; O, 13.67
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Br

1-(4-bromobutyl)-4-nitro-1H-imidazole
Chemical Formula: C7H(BrN5;O,
Exact Mass: 247,00
Molecular Weight: 248,08
Elemental Analysis: C, 33.89; H, 4.06; Br, 32.21; N, 16.94; O, 12.90
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H1

3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((2-(2-methyl-5-nitro-1 H-imidazol-1-yl)ethyl)thio)-
4H-1,2 ,4-triazole
Chemical Formula: Cy5HogNgO4S
Exact Mass: 508,19
Molecular Weight: 508,60
Elemental Analysis: C, 59.04; H, 5.55; N, 16.52; O, 12.58; S, 6.30
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Name AF1
Inj. Vol. {ul) 4
Data File AFLd

Rack Pos.
Plate Pos.
Methad (Acq)

Instrument

IRM Status
ESI+_MS_5%C_100% Comment
C_10MIN.m

LCMS QTOF
All ions missad

COLUNA POROSHELL  Acg. Time (Local)

2 AX100K4.6
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9/29/2023 12:31:24
PM (UTC-03:00)
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Figura S$70. HRMS-TOF (MS+) de H1.
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1 PDA Multi 2/300nm 4nm
PeakTable
Ch2 300nm 4nm
Peak# Ret. Time Area % Height %
1 11.532 98.869 98.700
2 12.658 0.111 0.180
3 14.386 1.021 1.120
Total 100.000 100.000

Figura S71. Cromatograma de CLAE de H1.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((2-(2-nitro-1 H-imidazol-1-yl)ethyl)thio)-4 H-
1,2,4-triazole
Chemical Formula: Cy4H,6NgO4S
Exact Mass: 494,17
Molecular Weight: 494,57
Elemental Analysis: C, 58.29; H, 5.30; N, 16.99; O, 12.94; S, 6.48
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Name AF2 021023
Inj. Wal. {ul}
Data File

Rack Pos.
Plate Pos.
Methad (Acq)

Instrument
IRM Status

ESI+_M5_5%C_100% Comment
C_10MIM.m

LCMS QTOF
All ions missad
COLUNA POROSHELL  Acg. Time {Local)
2.1X100%4.6

Operatar SYSTEM (SYSTEM)

a9
AF2021023.d }‘l‘%ﬂgul_lgc]%;%gs:‘l?

w108 [*ESI 5can (rl: 6,351 min} Frag=150.0V AF2 021023.d Subtract

1,357 495.1837

0.2 2843322

0.057 44&6308 517. EGI?L

L T P N N S L D I N P L L RS S N R N L L N SR S SR I
100 120 140 160 18D 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3B0 400 420 440 450 430 500 520 540 560 5B0 600 620 640 680 680 700 720 740 760 7BO 80O
Coufits v, Mass-te-Charge (/')

Figura S76. HRMS-TOF (MS+) de H2.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((2-(2-methyl-4-nitro-1 H-imidazol-1-yl)ethyl)thio)-

4H-1,2,4-triazole
Chemical Formula: Cy5HogNgO4S
Exact Mass: 508,19
Molecular Weight: 508,60
Elemental Analysis: C, 59.04; H, 5.55; N, 16.52; O, 12.58; S, 6.30
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MName AF4 Rack Pos.
Inj. Val. (ul} 4 Plate Pos.

Dta File AF4d Method (Acq)

Instrument
IRM Status

C_10MIN.m

ESI+_MS_5%C_100% Comment

LCMS QTOF
All ions missed

Operator SYSTEM (SYSTEM)

NA POROSHELL  Acg. Time (Local) 9/29/2023 1:11:51 PM
(UTC-03:00)

COLUN
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w105 |*ESI Scan (rt: £.172 min) Frag=150.0V AF4.d Sublract
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Figura $80. HRMS-TOF (MS+) de H3.

mAU
4000 § PDA Multi 1 350nm,4nm
w3
3000
2000
1000
L3
=+ M~
o
0 . - —
2,5 50 7.5 10,0 12,5
min
Peak Table
PDA Chl 350nm
Peak# Ret. Time Area Height Height%s Area%s
1 5,833 37839540 3999075 YE.680 O8.692
2 6,418 206167 22170 0.547 0,537
3 6,725 205771 31325 0,773 0,771
Total J8361478 4052570 100,000 100,000/

Figura S81. Cromatograma de CLAE de H3.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((2-(4-nitro-1 H-imidazol-1-yl)ethyl)thio)-4 H-1,2,4-
triazole
Chemical Formula: Co4Ho6NgO4S
Exact Mass: 494,17
Molecular Weight: 494,57
Elemental Analysis: C, 58.29; H, 5.30; N, 16.99; O, 12.94; S, 6.48
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Name AF3
Inj. Val. {ul) 4
Data File AF3d

Rack Pas.
Plate Pos.

Methad (Acq)
C_10MIM.m

Instrument
IRM Status
ESI+_MS5_5%C_100% Comment

LCMS QTOF
All ions missed
COLUNA POROSHELL  Acg. Time (Local)
2.1%100%4.6

Operator SYSTEM (SYSTEM)

9/29/2023 12:58:24
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«10° +ESI Scan (rt: 6,191 min) Frag=150.00 AF3.d Subtract

5.4
5.2

4.8
4.6
4.9
4.2

3.8
3.6
347
327

2.8
2,67
24
2.2
2
1.8
L&
149
1.2

0.8
0.6

0.4
0.2

. 195,!0& 2843329 3323326

495.1846

fiE.tm

TS R I N N N S S S S S A R N S S R N I R S S I S Y
100 120 140 160 1ED 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3B0 400 420 440 460 480 500 520 540 560 SB0 600 620 640 660 680 700 720 740 760 7EO &00
Counts vs. Mass-te-Charge (myz)

Figura S85. HRMS-TOF (MS+) de H4.
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Peak Table
PDA Chl 360nm
Peak# Ret. Time Area Height Area Height%
1 5,630 124902093 1065712 98,256 97,970
2 6,212 87902 7208 0.691 0.663
3 6.516 133834 14874 1.053 1.367
Total 12712029 1ORT794 100,000 100,000

Figura S86. Cromatograma de CLAE de H4.
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1,2,4-triazole

Chemical Formula: Cy5HogNgO4S
Exact Mass: 508,19

Molecular Weight: 508,60

Elemental Analysis: C, 59.04; H, 5.55; N, 16.52; O, 12.58; S, 6.30
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Name
Inj. Val

. (ul)

Data File

x10%
2.3
2.2
2.1
2
1.9
187
17
167
1.5
1.4
1.3
1.29

1.1

0.8
0.8
0.7
0.6

0.4

0.3
0.2
0.1

AFS
4
AF5.d

Rack Pas.
Plate Pos.
Method {Acq)

Instrument

IRM Status
EST+_MS_S%C_100% Comment
C_10MIM.m

LCMS QTOF Operatar

All ions missed

COLUNA POROSHELL  Acq. Time (Local)
2.1X100%4.6

SYSTEM (SYSTEM)

9/20/2023 1:25:19 PM
(UTC-03:00)

+ESI Scan (rl: 6,465 min) Frag=150.0V AFS.d Sublract

284.3225

L2011

S R I N R A T S S R N S A A L U R S R SR ]
100 120 140 160 1RO 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3B0 400 420 440 460 480 500 520 540 560 SB0 600 620 G40 560 GA0 VOO FI0 740 TEOD TEO 800
Counts vs. Mass-to-Charge (my/z)

Figura $90. HRMS-TOF (MS+) de H5.

| B PDA Multi 2 346nm,4nm
(‘o-
©
2,51
B
~+ Q
M~ N~
0,0 |
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0
min
Peak Table
PDA Ch2 346nm
Peak# Ret. Time Area Area%
1 6,657 20760608 98,125
2 7.456 154271 0,729
3 7,886 242382 1,146
Total 21157262 100,000

Figura S91. Cromatograma de CLAE de HS.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((3-(2-methyl-4-nitro-1 H-imidazol-1-
yl)propyl)thio)-4H-1,2,4-triazole
Chemical Formula: CogH3gNgO4S
Exact Mass: 522,20
Molecular Weight: 522,62
Elemental Analysis: C, 59.75; H, 5.79; N, 16.08; O, 12.25; S, 6.13
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Name AF7 Rack Pos. Instrument LOMS QTOF Qperatar SYSTEM (SYSTEM)
Inj. Val, {ul} 4 Plate Pos, IRM Status All ions missed

Data File AF7.d Method (Acq) ESI+_MS_5%C_100% Comment COLUNA POROSHELL  Acq. Time (Local) 9/29/2023 1:52:00 FM
C_1OMIN.m 1X100%4.6 (UTC-03:00)

wigf |*ESI Scan (v 6.274 min) Frag=150.0V AF7.d Sublract

5.8

5671 523.2187

3.2

2,67
24

Fe
1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

L N T R N N N N R D S P S R R P R R R SN S S
100 120 140 160 1B0 200 220 240 260 280 300 320 340 360 360 400 420 440 460 480 500 520 540 560 S5B0 600 620 640 660 680 700 720 740 760 7BO 80O
Counts vs, Mass-to-Charge (myz)

Figura $95. HRMS-TOF (MS+) de H6.

mAU
4000 % PDA Multi 3 350nm,4nm
)
3000
2000
1000
(3]
L
Ur~ m
r\.m -
ag ™
0
25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5
min
Peak Table
PDA Ch3 350nm
Peak# Ret. Time Area%
1 6,249 95,135
2 0,755 0.948
3 6,974 0,665
4 7373 3,252
Total 100,000

Figura S96. Cromatograma de CLAE de H6.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((3-(4-nitro-1 H-imidazol-1-yl)propyl)thio)-4 H-
1,2,4-triazole
Chemical Formula: Cy5HogNgO4S
Exact Mass: 508,19
Molecular Weight: 508,60
Elemental Analysis: C, 59.04; H, 5.55; N, 16.52; O, 12.58; S, 6.30
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Figura S97. FT-IR de H7.
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Name AFG 021023 Rack Pos. Instrument LCMS QTOF Operatar SYSTEM (SYSTEM)

Inj. Val, (ul) 4 Plate Pos, IRM Status All ions missed

Data File AF6 021023.d Methad (Acq) ESI+_MS_S%C_100% Comment COLUNA POROSHELL  Acg. Time {Local) 10!1('2‘023 11:00:32
C_10MINm 2.1X100%4.6 AM (UTC-07:00)

w108 [TESI Scan (rt: 6,261 min) Frag=150.0V AFG 021023.d Subtract

5.6
5.4
5.2

5 509.2007
48
4.6
4.4
4.2

4
3.8
3.67
3.4
329

1
2.8
267
2,47
227

Pa
1.8
167
1.4
1,27

0.8
0.6
0.4
0.2

— T T T T T T T T
10D 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 360 400 420 440 460 480 SO0 520 540 560 580 600 620 G640 660 680 700 720 740 760 7BO 500
Counts vs. Mass-te-Charge {myz)

Figura $100. HRMS-TOF (MS+) de H7.

mAU
b PDA Multi 1 350nm,4nm
&
1500
1000
500
= W3
9
o g
0 e
2,5 50 7.5 10,0 12,5
min
Peak Table
PDA Chl 350nm
Peak# | Ret. Time Area Height Area%s Height%
1 5,801 14645667 1861860 98,361 98,507
2 6,437 GER2S5 666 0,664 0.617
3 6,745 145169 537 0,975 0,576
Total 14889660 1890083 100,000 100,000

Figura S101. Cromatograma de CLAE de H7.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((4-(2-nitro-1 H-imidazol-1-yl)butyl)thio)-4 H-1,2,4-
triazole
Chemical Formula: CygH3gNgO4S
Exact Mass: 522,20
Molecular Weight: 522,62
Elemental Analysis: C, 59.75; H, 5.79; N, 16.08; O, 12.25; S, 6.13
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Figura S102. FT-IR de HS.
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Name AFE Rack Pos. Instrument LOMS QTOF
Inj. Val. {ul) 4 Plate Pos. IRM Status. All ions missad

Qperatar SYSTEM (SYSTEM)

Data File AFB.d Method (Acq) ESI+_MS_5%C_100% Comment COLUNA POROSHELL  Acg. Time (Local) ?ﬂ?%%ﬂ;gﬂl;:us:‘ts PM

C_10MIN:m 2.1%100%4.6

«10° [¥EST Scan (rt: 6,535 min) Frag=150.0V AF8.d

B.75
B.5
B.25
8
7S
7.5 523.2189
7,257
2
6,757
657
6,257
pl
5,757
5.5
5,25
]
475
451
4,25
]
3,757
3.5
3,257
e
2,757
25
2.25

175
15
125

0,75
0.5
0,257

Counts vs, Mass-te-Charge (m/z)

Figura S105. HRMS-TOF (MS+) de HS.

L
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100 120 140 160 180 200 220 340 260 280 300 320 340 360 360 400 420 440 460 <480 500 520 540 560 S5B0 600 620 640 660 680 700 720 740 760 7RO BOO

mAU
5 PDA Multi 2 380nm,4nm
300 ks
i w
200
100
33
GD- w
0_ S NS — — - -
25 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5
min
Peak Table
PDA Ch2 380nm
Peak# | Ret, Time Area%
1 5,867 96,377
2 6,502 1,293
3 6,891 2,329
Tota 100,000

Figura S106. Cromatograma de CLAE de HS.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((4-(2-methyl-4-nitro-1 H-imidazol-1-yl)butyl)thio)-
4H-1,2,4-triazole
Chemical Formula: Cy7H3oNg04S
Exact Mass: 536,22
Molecular Weight: 536,65
Elemental Analysis: C, 60.43; H, 6.01; N, 15.66; O, 11.93; S, 5.97
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Figura S107. FT-IR de H9.
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Mame

AFLD Rack Pas. Instrument

Inj. Val. {ul) 4 Plate Pos. IRM Status
Data File AFL0Ld Method (Acg) ESI+ M5 _5%C_100% Comment

w10

337
327
319

3
8]
287
7
267
257
247
2,37
229
1

]
1.9
187
1.7
167
1.57
1.4
1.3
1.2
L1

.
0.9
D&

D61
0.5
041
03]
0,2
0.1

C_10MIN.m

LCMS QTOF
All ions missad

Operator SYSTEM (SYSTEM)

COLUNA POROSHELL  Acq. Time (Local) 10/2/2023 11:14:45
Al

Z.1X100%4.6

M (UTC-07.00)

+ESI Scan (rt: €387 min) Frag=150.0V AF10.d Subtract

264.3337

3323322

L i

537.2324

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10D 120 140 160 18D 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3B0 400 420 440 450 480 500 520 540 S60 S5B0 600 620 640 660 680 700 720 740 760 TEO £00

Cauits v, Mass-te-Charge (im/z)

Figura S110. HRMS-TOF (MS+) de H9.

mAU
2 PDA Multi 1 300nm,4nm
g_
500
250
oo
&b
[{s]<e]
0 el
25 5,0 7.5 10,0 12,5
min
Peak Table
PDAChl 300nm
Ret. Time Area Area's
35,60 7127143 96,777
6,2} 00897 370
6.5 36488 B53
7364528 100,000

Figura S111. Cromatograma de CLAE de H9.
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3-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl)-4-cyclohexyl-5-((4-(4-nitro-1 H-imidazol-1-yl)butyl)thio)-4 H-1,2,4-

085 -

n.80

0.85 -

Transmittance
(=
=]
=

0.0

0.65 -

triazole
Chemical Formula: CogH39NgO04S
Exact Mass: 522,20
Molecular Weight: 522,62
Elemental Analysis: C, 59.75; H, 5.79; N, 16.08; O, 12.25; S, 6.13
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Figura S112. FT-IR de H10.
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Figura S114. 3*C-NMR DEPT-135 de H10 em CDCl;.
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Name AF9
Ini. val, (ul) 4

Data File AFSd

Rack Pos.
Plate Pos,
Method (Acq)

C_10MIN.m

Instrument
IRM Status
ESI+_MS5_5%C_100% Comment

LCMS QTOF Qperator SYSTEM (SYSTEM)
Al ions missed

COLUNA POROSHELL  Acg. Time (Local) 9!29/2023 10:19:33
2.1X100%4.6 AM (UTC-07:00)

w10 [YESI Scan (rl: 6,388 min) Frag=150.0V AFS.d Sublract

2.1

057
0.4
03

0.2
0.1

264, 3345

3323328

1

523.2178

S N R R N S S R R R N N SR S
100 120 140 160 1B0 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3BD 400 420 440 460 480 500 520 540 S60 5B0 600 620 640 660 680 700 720 740 760 FEO 800
Counts vs, Mass-to-Charge (m/z)

Figura S115. HRMS-TOF (MS+) de H10.

mAU
by PDA Multi 1 350nm,4nm
o
1500
1000
500
P~ L
3
=35
0 o
25 50 7.5 10,0 12,5
min
Peak Table
PDA Chl 350nm
Peak# Ret. Time Area Height Area%a Height%
1 5,801 14645667 1861860 98,361 98,507
2 6,437 98EIS 1666 0,664 0,617
3 6,745 145169 6557 0,975 0,876
Total 14889660 1890083 100,000 100,000

Figura S116. Cromatograma de CLAE de H10.
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1,2-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethane
Chemical Formula: CgHgNgO4
Exact Mass: 252,06
Molecular Weight: 252,19
Elemental Analysis: C, 38.10; H, 3.20; N, 33.32; O, 25.38
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Figura S117. '"H-NMR de D1 em Acetona-d6.
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Figura S118. >*C-NMR DEPT-135 de D1 em Acetona-dé.
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C 12MIN.m

2.1X100X4.6 FM (UTC-03:00)

+ESI Scan (rt: 2,519 min) Frag=150.0V AFONSObBIS ET.d Subtract
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291.0242

166.5258 337.0198
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397.9901 527.1106
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Figura S119. HRMS-TOF (MS+) de D1.
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400 Ig PDA Multi 1 310nm.4nm
o
300
200
100
2 @
o o
D e
2,5 5,0 7.3 10,0 12,5
min
Peak Table
POACHh] 310nm
Peaki# Ret. Time Arca Area'h
| 2091 23815 0,703
2 3175 37394 1,103
3 3352 E1G910 2417
4 5373 3246094 95,777
Total A3RU213 L0k, (0|

Figura S120. Cromatograma de CLAE de D1.
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1,3-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)propane
Chemical Formula: CgH1gNgO4
Exact Mass: 266,08
Molecular Weight: 266,22
Elemental Analysis: C, 40.61; H, 3.79; N, 31.57; O, 24.04
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Figura S121. '"H-NMR de D2 em Acetona-d6.
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250 2 PDA Multi 1 310nm,4nm
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25 5,0 7.5 10,0 12,5
min
Peak Table
PDA Chl 310nm
| Peak# | Ret. Time Area Area%
1 2,100 14929 0,730
2 4,383 6296 0.308
3 5,709 2022725 98,962
Tota 2043950 100,000

Figura S124. Cromatograma de CLAE de D2.
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1,4-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)butane
Chemical Formula: C1gH1o2NgO4
Exact Mass: 280,09
Molecular Weight: 280,24
Elemental Analysis: C, 42.86; H, 4.32; N, 29.99; O, 22.84
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Figura S125. '"H-NMR de D3 em DMSO-d6.
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Figura S126. °C-NMR DEPT-135 de D3 em DMSO-d6.
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Figura S127. HRMS-TOF (MS+) de D3.
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min
Peak Table
PDA Chl 322nm
Peak# Ret. Time Area Height Height% Area%
1 3,364 12299 2560 0.216 0.164
2 4,840 3925 1103 0,093 0,052
3 6,250 7481721 1182610 99,691 99,784
Total 7497946 1186274 100,000 100,000

Figura S128. Cromatograma de CLAE de D3.
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1,5-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)pentane

Chemical Formula: C41H4NgO4

Exact Mass: 294,11
Molecular Weight: 294,27

Elemental Analysis: C, 44.90; H, 4.80; N, 28.56; O, 21.75
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Figura S129. 'H-NMR de D4 em DMSO-d6.
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Figura S130. *C-NMR DEPT-135 de D4 em DMSO-d6.
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Figura S131. HRMS-TOF (MS+) de D4.
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2,5 50 7.9 10,0 12,5
min
Peak Table
PDAChl 310nm
Peak# | Ret. Time Area Area%
1 2,095 9917 0,211
2 3,745 7915 0,169
4,346 40308 0,858
R 5274 94975 2,022
5 6,720 4543694 96,740
Total 4696809 100,000

Figura S132. Cromatograma de CLAE de D4.

A89



DS

/= N0
- + -

N

Z/ N~~~ N /QN
RN

_ \~/
0

1,6-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)hexane
Chemical Formula: C15HgNgO4
Exact Mass: 308,12
Molecular Weight: 308,30
Elemental Analysis: C, 46.75; H, 5.23; N, 27.26; O, 20.76
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Figura S133. 'H-NMR de D5 em DMSO-d6.
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Figura S134. >C-NMR DEPT-135 de D5 em DMSO-d6.

%106 J+ESI Scan (rt: 4,295 min) Frag=150.0v BIS HEX.d Sublract

1.35 309.1318

0.25
0.2 617.2541

0.157] 639.2358
0.1 347.0865
0.051 194.5568  242.1141

482,1668

393.0823 701.2062

T T T T 1 T T T T T 1 T T P R T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 5BO 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 B0O
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura S135. HRMS-TOF (MS+) de DS.
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min
Peak Table
PDAChl 322nm
Peak# Ret. Time Area Height Height% Area
1 657 25217 2115 0.304 0.676
2 5,820 27863 2900 0417 0,747
3 7.246 3674933 690377 99,279 08,576
Total 3728014 695392 100,000 100,000

Figura S136. Cromatograma de CLAE de DS.
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1 ,8-bis(2-nitro-1 H-imidazol-1-yl)octane
Chemical Formula: C14HgNgO4
Exact Mass: 336,15

Molecular Weight: 336,35
Elemental Analysis: C, 49.99; H, 5.99; N, 24.99; O, 19.03
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Figura S137. '"H-NMR de D6 em CDCls.
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Figura S139. HRMS-TOF (MS+) de D6.
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Peak Table
PDA Chl 310nm
Peaks Ret. Time Area Area%

1 2,105 Bl66 0.296

2 3,337 335560 1,217

3 5,592 27957 1.014

4 8,294 2067948 96,763

5 8,843 19550 0,709

Tota 2757186 100,000

Figura S140. Cromatograma de CLAE de D6.
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1,10-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)decane
Chemical Formula: C4gH24NgO4
Exact Mass: 364,19
Molecular Weight: 364,41
Elemental Analysis: C, 52.74; H, 6.64; N, 23.06; O, 17.56
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Figura S141. '"H-NMR de D7 em CDCls.
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2,5 5,0 7.5 10,0 12,5
min
Peak Table
PDA Chl 310nm
Peali#t Ret. Time Area Area%
1 2,099 5718 0,122
2 3,337 6150 0,131
3 6,386 34075 0.728
4 8,263 48285 1,032
5 9,354 4529335 96,804
6 10,062 26016 0.556
7 11,404 29270 0,626
Total 4678849 100,000

Figura S144. Cromatograma de CLAE de D7.
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1,12-bis(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)dodecane
Chemical Formula: C4gH»gNgO4
Exact Mass: 392,22
Molecular Weight: 392,46
Elemental Analysis: C, 55.09; H, 7.19; N, 21.41; O, 16.31
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Figura S145. '"H-NMR de D8 em CDCls.

A99




150

Figura S146. >*C-NMR DEPT-135 de D8 em CDCl;.
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Figura S147. HRMS-TOF (MS+) de DS.
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Peak Table
PDA Chl 310nm
Peak# Ret. Time Area Area%
1 2,10 6008 0,225
2 7,05 36764 1.376
3 9,53 14511 0,543
4 10,439 2592177 97.035
5 11,254 21920 0.821
Total 2671381 100,000

Figura S148. Cromatograma de CLAE de D8.
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HOMO

Figura S154. A densidade orbital molecular de fronteira e o intervalo de energia HOMO-
LUMO correspondente para os compostos D1-D8, calculados com DFT/B3LYP/6-31G*.

Tabela S1. M¢étricas de qualidade para as subunidades de TcSDH modeladas pelo

servidor Swiss-Model.

Métricas de qualidade TcSDHA TeSDHC TcSDHD
GMQE 0.86 0.82 0.79
Cobertura do modelo 99% 89% 84%
Identidade de sequéncia 62.33% 62% 68.80%
QMEANDisCo Global 0.83 0.73 0.74
Similaridade de sequéncia 49% 51% 47%
Faixa de abrangéncia (residuos) 13-609 1-129 2-109
Confianca do modelo >90% >85% >92%
Pontuacio Z-QMEAN TcSDHA TeSDHC TcSDHD
QMEAN -1.43 -2.98 -1.98
C-p -1.92 -0.81 -3.40
Todos os atomos -0.97 0.53 1.27
Solvatacao -0.25 0.30 1.26
Torc¢ao -1.00 -3.15 -3.51
Avaliacdo MolProbity TcSDHA TcSDHC TcSDHD
Pontuacao 1.56 1.50 1.69
Pontuacio de colisao 3.86 1.45 0.55
Grafico de Ramachandran (favorecido) 94.45% 93.70% 98.13%
Grafico de Ramachandran (atipico) 0.84% 1.57% 0.00%
Valores atipicos de rotimeros 1.04% 1.83% 0.00%
Desvios de C-$ 3 2 2
Ligacdes ruins 0/4697 0/1030 2/921
Angulos ruins 40/6363 12/1396 12/1260
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Tabela S2. Métricas de qualidade para a subunidade TcSDHB modelada pelo servidor
PHYRE®.

Métricas de qualidade

Confianc¢a >90%
Cobertura do modelo 92%
Identidade de sequéncia 49%
E-value 2E¥
Qualidade estrutural Alta (>95%)
Desordem estrutual Baixa (<1%)
Conflito estrutural Baixo (<1%)

Tabela S3. Parametros anteriores e posteriores a minimizagao de energia do modelo de

TcSDH pelo servidor Chiron (Dokholyan Group, 2024).

Parametros de minimizacao Iniciais Finais
Colisoes 919 63

Energia de repulsao (kcal/mol) 1643.47 134.10

Razao de colisao 0.08 0.018

Tabela S4. Pontuagdes de docagem, pontuacdes normalizadas e valores de RMSD (A)
para os ligantes de referéncia fumarato e flutolanil, respectivamente, no sitio

dicarboxilato e ubiquinona de TcSDH.

Fumarato ChemPLP ChemScore GoldScore ASP
RMSD (A) 0.4656 0.7523 0.9465 0.7240
Pontuacio de docagem 44.39 23.96 61.88 19.76
Pontuacido normalizada 22.19 11.98 30.94 9.88
Flutolanil ChemPLP ChemScore GoldScore ASP
RMSD (A) 0.6087 0.8216 0.6415 0.7530
Pontuacio de docagem 58.51 30.13 55.76 36.05
Pontuacio normalizada 20.57 10.59 19.60 12.67
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Tabela S5. Descritores de interacdo obtidos para os ligantes de referéncia fumarato e

flutolanil, respectivamente, no sitio dicarboxilato e ubiquinona de TcSDH.

Ligantes Fumarato Flutolanil
PO“t“(’gﬁ;’ﬁ;I‘fl‘;;agem 44.39 58.51
Pontuacido normalizada 22.19 20.57

AHin¢ (kcal/mol) -31.63 -28.92
AGbina (kcal/mol) -7.33 -9.75

ChemScore.Rot 0.00 1.1542

Esorv (KJ/mol) -66.71 -34.94

Tabela S6. Parametros calculados para a avaliagdo da perda entrdpica e da energia de
solvatacao dos ligantes em agua que foram utilizados na correlagdo estatistica com

regressao linear multipla.

Ligantes ChemScore.Rot Esorv (KJ/mol)
Piperina 0,0000 -63,74
2 1,0000 -95,39
H1 2,1640 -115,51
H2 2,2028 -110,09
H3 2,1640 -138,11
H4 2,4596 -149,02
HS 2,4299 -135,01
Hé6 2,3942 -151,88
H7 2,7327 -155,24
HS8 2,6373 -139,72
H9 2,6059 -166,13
H10 2,9810 -167,90
Benzonidazol 1,9609 -77,22
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Tabela S7. Resultados da avaliacdo para os outros termos (variaveis independentes)

referentes ao estudo estatistico de correlagdo dos dados tedricos e experimentais nos sitios

ativos ubiquinona (Qp) e dicarboxilato de TcSHD. N = 13 ligantes (piperina, 2, H1-H10

e benzonidazol).

Regressao linear simples

Sitio dicarboxilato Sitio ubiquinona (Qp)
Descritor de interagao R? Equaciao da reta | Descritor de interacio R? Equacio da reta

. y=-0,1334x + . y=-0,4181x +
Pontuacio de docagem 0,1590 17.534 Pontuacio de docagem 00,3025 38.166

Pontuacao y =-0,4661x + Pontuacao y=-1,6911x +
normalizada 0,0887 18,622 normalizada 0,097% 46,937

] y=0,6751x + ‘ y=1,6521x +
AGbmd (kcal/mOl) 0,2828 16,646 AGbmd (kcal/mol) 0,5278 24’299

Variavel dependente (Y) = Clso amastigotas de 7. cruzi (uM).
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto
Azomicina

SPARTAN '14 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .22
Mechanics Wall Time: .18

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 38

Number of basis functions: 126
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -430.711175 0.010997 0.031386
2 -430.711653 0.004128 0.010268
3 -430.711730 0.001029 0.002249
4 -430.711735 0.000344 0.000764
5 -430.711735 0.000036 0.000180

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 13.30
Quantum Calculation Wall Time: 1:08.94
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SPARTAN '14 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

M0001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -40.024
Memory Used: 440.80 Kb

Reason for exit: Successful completion
Semi-Empirical Program CPU Time : .23
Semi-Empirical Program Wall Time: .06
SPARTAN '1l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : .30
Properties Wall Time: .14
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D1

¢ ¢

SPARTAN '14 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4
Frequency Calculation
Adjusted 3 (out of 78) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .17
Mechanics Wall Time: .22

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 88

Number of basis functions: 286
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -938.829689 0.019855 0.144101
2 -938.833636 0.005649 0.125931
3 -938.834729 0.002939 0.120121
4 -938.835242 0.001747 0.091108
5 -938.835419 0.001299 0.028734
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6 —-938.835478 0.001080 0.025314
7 -938.835513 0.001047 0.034825
8 -938.835542 0.000908 0.028282
9 -938.835565 0.000501 0.039933

10 -938.835591 0.000688 0.035069
11 -938.835607 0.000741 0.048074
12 -938.835623 0.000514 0.107421
13 -938.835703 0.001231 0.123386 1
14 -938.836074 0.002592 0.137080 1
15 -938.836666 0.003732 0.146951 1
16 -938.837325 0.002697 0.141612
17 -938.837775 0.002215 0.102056
18 -938.837966 0.002590 0.054996
19 -938.838036 0.001399 0.017779
20 -938.838048 0.000372 0.023756
21 -938.838054 0.000451 0.006427
22 -938.838056 0.000171 0.005527
23 -938.838056 0.000098 0.003503

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 5:00.98
Quantum Calculation Wall Time: 15:50.02

SPARTAN '1l4 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

MO001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -56.689
Memory Used: 2.871 Mb

Reason for exit: Successful completion

Semi-Empirical Program CPU Time : .30

Semi-Empirical Program Wall Time: .11

SPARTAN '1l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : .59
Properties Wall Time: .43
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D2

C

SPARTAN '1l4 MECHANICS PROGRAM:

Frequency Calculation

Adjusted 4 (out of 87)

Reason for exit:
Mechanics CPU Time
Mechanics Wall Time:

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver:

Job type: Geometry optimization.

Method: RB3LYP

low frequency modes

C

(Win/64b)

Successful completion

Basis set: 6-31G (D)
Number of shells: 96
Number of basis functions: 305

Multiplicity:
Parallel Job:

SCF model:

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

1

8 threads

.28
.05

Step Energy Max Grad. Max Dist.

Optimization:
1 -978.150395
2 -978.153804
3 -978.154502
4 -978.154709
5 -978.154784

0.
.005767
.002903
.002282
.001211

o O O O

019163

0.
.209252
175777
.107743
.020009

o O O O

127868

(Win/64b)

1.

1.

4

Release 1.1.4

A115



6 —-978.154817 0.000435 0.016430
7 -978.154820 0.000231 0.008725
8 -978.154821 0.000126 0.008520

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 2:11.39
Quantum Calculation Wall Time: 6:14.04

SPARTAN '1l4 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

M0001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -71.084
Memory Used: 3.501 Mb

Reason for exit: Successful completion

Semi-Empirical Program CPU Time : .28

Semi-Empirical Program Wall Time: .13

SPARTAN 'l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : 1.06
Properties Wall Time: .66
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D3

SPARTAN 'l4 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation
Adjusted 5 (out of 96) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .20
Mechanics Wall Time: .04

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 104

Number of basis functions: 324
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -1017.466833 0.016734 0.133198
2 -1017.470714 0.005014 0.185002
3 -1017.471471 0.003469 0.159541
4 -1017.471753 0.001605 0.102392
5 -1017.471839 0.001231 0.036964
6 -1017.471906 0.001114 0.043691
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7 -1017.471943 0.000885 0.054017
8 -1017.471964 0.001056 0.034677
9 -1017.471972 0.001052 0.014817

10 -1017.
11 -1017.
12 -1017.
13 -1017.
14 -1017.
15 -1017.
16 -1017.

Reason for exit:
Quantum Calculation CPU Time
Quantum Calculation Wall Time:

SPARTAN

MO001

471984
472005
472084
472097
472093
472103
472103

O O O O O o o

.000691
.000516
.001229
.001370
.000606
.000081
.000050

Successful completion
5:54.25
16:24.75

Guess from Archive
Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -62.858

Memory Used:

Reason for exit:

4.213 Mb

Successful completion

O O O O O o o

.036849
.130286
.041263
.048375
.019623
.003966
.000443

'14 Semi-Empirical Program:
Semi-empirical Property Calculation

Semi-Empirical Program CPU Time
Semi-Empirical Program Wall Time:

SPARTAN

Reason for exit:
Properties CPU Time
Properties Wall Time:

Successful completion
.73
.49

'14 Properties Program:

(Win/64b) Release 1.1.4

(Win/64b) Release 1.1.4
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D4

C

SPARTAN 'l4 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation
Adjusted 5 (out of 105) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .23
Mechanics Wall Time: .23

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 112

Number of basis functions: 343
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:

Step Energy Max Grad. Max Dist.
1 -1056.783204 0.022191 0.111752
2 -1056.787111 0.005661 0.214324
3 -1056.787861 0.004179 0.122092
4 -1056.788136 0.001980 0.100072
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5 -1056.
6 -1056.
7 -1056.
8 -1056.
9 -1056.

788295
788407
788462
788474
788478

o O O O o

Reason for exit:

Quantum Calculation CPU Time
Quantum Calculation Wall Time:

SPARTAN

MO001

'14 Semi-Empirical Program:
Semi-empirical Property Calculation

.001724
.001013
.001288
.000362
.000181

Successful completion
4:32.30
12:25.34

Guess from Archive

Energy Due to Solvation

O O O O O

.067581
.057448
.029248
.017094
.005493
10 -1056.788479 0.000138 0.002266
11 -1056.788479 0.000038 0.000688

Solvation Energy SM5.4/A -54.565

Memory Used:

Reason for exit:
Semi-Empirical Program CPU Time

Semi-Empirical Program Wall Time:

SPARTAN

5.012 Mb

Successful completion

'14 Properties Program:

Reason for exit:

Properties CPU Time
Properties Wall Time:

Successful completion
77
.59

(Win/64b) Release 1.1.4

(Win/64b) Release 1.1.4
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto DS

C

SPARTAN 'l4 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation
Adjusted 6 (out of 114) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .20
Mechanics Wall Time: .11

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 120

Number of basis functions: 362
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -1096.095853 0.020044 0.111921
2 -1096.100024 0.004837 0.191151
3 -1096.100807 0.002907 0.168942
4 -1096.101112 0.002226 0.109243
5 -1096.101206 0.001314 0.037851
6 -1096.101273 0.000966 0.019995
7 -1096.101293 0.000879 0.040876
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8 -1096.101316 0.000609 0.079767
9 -1096.101344 0.000890 0.025820
10 -1096.101357 0.000257 0.011966
11 -1096.101361 0.000252 0.005396
12 -1096.101362 0.000042 0.000685

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 3:18.73
Quantum Calculation Wall Time: 10:45.13

SPARTAN 'l4 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

M0001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -59.159
Memory Used: 5.904 Mb

Reason for exit: Successful completion

Semi-Empirical Program CPU Time : .34

Semi-Empirical Program Wall Time: .11

SPARTAN '1l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : .84
Properties Wall Time: .66
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D6

SPARTAN '14 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation
Adjusted 6 (out of 132) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .17
Mechanics Wall Time: .05

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 136

Number of basis functions: 400
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:

Step Energy Max Grad. Max Dist.
1 -1174.723386 0.021198 0.097755
2 -1174.728057 0.004547 0.180716
3 -1174.728894 0.002856 0.142910
4 -1174.729235 0.002379 0.138770
5 -1174.729358 0.001300 0.047450
6 -1174.729439 0.000741 0.018782
7 -1174.729451 0.001086 0.008804
8 -1174.729455 0.000820 0.006168
9 -1174.729460 0.000495 0.011758
10 -1174.729465 0.000309 0.017107
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11 -1174.729471 0.000309 0.012213
12 -1174.729474 0.000105 0.002999
13 -1174.729475 0.000049 0.000844

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 5:29.30
Quantum Calculation Wall Time: 1:04:20.92

SPARTAN '1l4 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

M0001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -55.489
Memory Used: 7.984 Mb

Reason for exit: Successful completion

Semi-Empirical Program CPU Time : .52

Semi-Empirical Program Wall Time: .26

SPARTAN 'l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : 1.55
Properties Wall Time: 1.36
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D7

C
C

SPARTAN '14 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation
Adjusted 9 (out of 150) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .58
Mechanics Wall Time: .14

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 152

Number of basis functions: 438
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -1253.350689 0.027475 0.099212
2 -1253.355817 0.005722 0.143505
3 -1253.356685 0.003922 0.114736
4 -1253.356981 0.002229 0.095731
5 -1253.357087 0.001343 0.049245
6 -1253.357176 0.000863 0.037518
7 -1253.357204 0.001390 0.025107
8 -1253.357217 0.001294 0.028092
9 -1253.357239 0.001051 0.047753
10 -1253.357279 0.001236 0.038372
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11 -1253.357322 0.001053 0.027056
12 -1253.357351 0.000382 0.009818
13 -1253.357354 0.000143 0.005974
14 -1253.357355 0.000172 0.002083

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 8:03.27
Quantum Calculation Wall Time: 23:53.84

SPARTAN 'l4 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

M0001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -52.852
Memory Used: 10.494 Mb

Reason for exit: Successful completion

Semi-Empirical Program CPU Time : .58

Semi-Empirical Program Wall Time: .33

SPARTAN '1l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : 1.84
Properties Wall Time: 1.59
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Detalhes computacionais para a minimizacio da energia estrutural do composto D8

C

©

SPARTAN '14 MECHANICS PROGRAM: (Win/64b) Release 1.1.4

Frequency Calculation
Adjusted 9 (out of 168) low frequency modes

Reason for exit: Successful completion
Mechanics CPU Time : .33
Mechanics Wall Time: .10

SPARTAN '1l4 Quantum Mechanics Driver: (Win/64b) Release 1.1.4

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-31G (D)

Number of shells: 168

Number of basis functions: 476
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -1331.977626 0.032288 0.114390
2 -1331.983351 0.005984 0.184164
3 -1331.984236 0.004070 0.140416
4 -1331.984556 0.001817 0.133523
5 -1331.984674 0.001206 0.058906
6 -1331.984792 0.001517 0.066321
7 -1331.984859 0.002031 0.037227
8 -1331.984902 0.001875 0.053380
9 -1331.984973 0.001297 0.044037

10 -1331.985038 0.001243 0.040541
11 -1331.985079 0.000659 0.027550
12 -1331.985092 0.000183 0.010953
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13 -1331.985094 0.000197 0.002938
14 -1331.985095 0.000071 0.002005
15 -1331.985095 0.000029 0.000284

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time : 9:28.16
Quantum Calculation Wall Time: 44:32.65

SPARTAN '1l4 Semi-Empirical Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Semi-empirical Property Calculation

M0001

Guess from Archive

Energy Due to Solvation
Solvation Energy SM5.4/A -50.813
Memory Used: 13.471 Mb

Reason for exit: Successful completion

Semi-Empirical Program CPU Time : .66

Semi-Empirical Program Wall Time: .34

SPARTAN 'l4 Properties Program: (Win/64b) Release 1.1.4
Reason for exit: Successful completion

Properties CPU Time : 2.22
Properties Wall Time: 2.83
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Abstract: Nitroimidazoles are pharmacophoric groups responsible for important antiparasitic activity
against several infectious diseases. 2-Nitroimidazoles are found in some antiparasitic drugs and are
one of the main moieties responsible for the biological activities exhibited. As an example, we can
mention the drug benznidazole, the only drug available in Brazil for the treatment of Chagas disease.
This work describes an efficient methodology for the synthesis of 2-nitro-1-vinyl-1H-imidazole
through a simple and direct approach, as well as its full characterization and biological assessment.
The antiparasitic evaluation of 2-nitro-1-vinyl-1H-imidazole against Trypanosoma cruzi (Tulahuen
C2C4-LacZ strain) showed IC5 =4.8 utM on amastigotes and low cytotoxicity against LLC-MK2 cells
(IC50 > 500 pM), validating 2-nitro-1-vinyl-1H-imidazole as a biologically active structural subunit
for anti-T. cruzi activity. The results presented herein demonstrate that 2-nitro-1-vinyl-1H-imidazole
can be easily obtained, possessing great potential for use in the design of new antichagasic drugs
through a molecular hybridization strategy using known coupling reactions.

Keywords: imidazole alkylation; Chagas disease; antiparasitic drugs; Trypanosoma cruzi

1. Introduction

Nitroimidazoles area class of molecules that present in their structure a five-membered
heterocycle, with two nitrogen atoms in the 1 and 3 positions and a nitro group that can
appear in the 2, 4 or 5 position. The first nitroimidazole isolated and characterized from a
natural source was azomycin 1 (2-nitroimidazole), a natural antibiotic from Streptomyces
eurocidicus, in the 1950s, while a group of scientists analyzed the activity of this extract
against Trichomonas vaginalis [1,2]. 2-Nitro-1-vinyl-1H-imidazole 2 was first described in
the 1984 Hoffman-La Roche patent as an antiparasitic agent with filarcidal activity, exhibit-
ing average EDgg values against Litomosoides signodontis, formerly known as L. carinii, in
cotton rats at doses of 12 mg/kg [3,4]. Despite its description in this patent, which, as far
as we know, is the only description of derivative 2 in the literature, the work does not
describe characterization data or even further details on the methodology used in its prepa-
ration. The use of nitroimidazoles as antiparasitic agents deserves significant attention,
since important drugs currently used to treat both parasitic and bacterial infections have a
nitroheterocycle group in their structure, such as benznidazole 3 (2-nitroimidazole) and ni-
furtimox 4 (5-nitrofuran). These are the only drugs used to treat Chagas disease that possess
protozoa hemoflagellate T. cruzi as an etiologic agent [5-7], in addition to megazole 5 and
fexinidazol 6 (both 1-methyl-5-nitroimidazole), which have great antichagasic potential [8],
and metronidazole 7 (2-methyl-5-nitroimidazole) for the treatment of infections caused by
protozoa such as Trichomonas vaginalis [1], Giardia Lamblia [9] and bacterial infections. The
nitroheterocyclic portion is pharmacophoric to the drugs shown in Figure 1, characterizing
this core as a fundamental subunit in the structure of this set of drugs.

Molbank 2022, 2022, M1326. https:/ /doi.org/10.3390/M1326

https:/ /www.mdpi.com/journal /molbank



Quim. Nova, Vol. 46, No. 1,77-94, 2023 http://dx.doi.org/10.21577/0100-4042.20170954
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Douglas Chaves de Alcantara Pinto*, Gabriela Alves de Souza®, Paulo Pitasse-Santos®, Afonso Santine M. M. Velez', Debora
Decote-Ricardo®, Debora Regina Lopes dos Santos®, Leonardo Freire-de-Lima‘, Célio G. Freire-de-Lima® e Marco Edilson
Freire de Lima®*

“Departamento de Quimica Orgénica, Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 23890-000 Seropédica
—RIJ, Brasil

"Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterindria, Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
23890-000 Seropédica — RJ, Brasil

<Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21941-902 Rio de Janeiro — RJ, Brasil

Recebido em 20/05/2022; aceito em 06/09/2022; publicado na web 27/09/2022

THE POTENTIAL OF NATURAL XANTHONE o-MANGOSTIN IN THE DEVELOPMENT OF NOVEL ANTIINFECTIVE
AGENTS: A REVIEW. The mangosteen (Garcinia mangostana, Linn.) is a tropical fruit cultivated in the tropical forests of Southeast
Asian countries. It is recognized as the queen of fruits due to its unique color, aroma, and flavor. It has been used for centuries in
Southeastern Asian traditional medicine for the of various diseases. Many functional molecules with high medicinal value
are obtained from the pericarp of mangosteen fruit, whose major constituent is xanthone a-mangostin. Several studies have been
carried out over the last decades to further investigate and understand the pharmacological properties associated with the plant
and its main chemical constituents, belonging to the class of xanthones. In addition, numerous in vitro and in vivo studies related
to mangosteen have been published, indicating its importance and its potential appli y. Prenylated
xanthones, which include o-mangostin, are secondary metabolites particularly common in plants belonging to the Clusiaceae family.
These substances have been intensively investigated for their potential as biologically active agents. This article describes a critical
analysis of published data related to the properties of o-mangostin, aiming to provide a more detailed view of its potential as a
chemotherapeutic agent for the prevention and treatment of infectious diseases.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais (PNs) sdo reconhecidos historicamente
por sua grande importancia e contribuicdo na descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos, sendo uma fonte
extremamente relevante para a busca de novas alternativas
terapéuticas, prevencio e tratamento de diversas doencas. PNs tém
como principais caracteristicas elevadas diversidade e complexidade
estruturais, agregando grandes vantagens ao processo de descoberta
de novas substancias potencialmente bioativas.'? Para suprir as
fungdes biologicas essenciais durante a evolucio, os PNs passaram
por otimizac¢do de suas estruturas, permitindo o controle dos mais
diversos mecanismos de defesa endégenos, bem como propiciando
mecanismos de competi¢io com outros organismos. Isso explicaria
a grande relevincia nos estudos e aplicacdo destas substancias para o
tratamento de doengas infecciosas e do cincer. A sua longa utilizagio
na medicina tradicional, por diferentes povos pertencentes a culturas
distintas, € uma fonte de informacdes valiosas sobre o perfil de eficicia
e seguranca dos produtos de origem natural. Além disso, os efeitos
adversos, observados para firmacos de origem sintética, devido
principalmente ao seu uso em maior escala, despertaram crescente
interesse por PNs derivados de plantas.**

Outro ponto relevante € que os produtos quimicos de origem
natural, mesmo aqueles de origem vegetal, que sio os mais estudados,
ainda estdo longe de serem investigados de forma exaustiva.®
Geralmente, as substincias naturais apresentam massa molecular
elevada, maior nimero de dtomos de Carbono sp® e dtomos de

#e-mail: marcoedilson @gmail.com

Oxigénio, e um menor niimero de dtomos de Nitrogénio e Halogénios.
Devido as suas caracteristicas estruturais, os PNs possuem, em geral,
maior niimero de doadores e aceptores de ligacio de hidrogénio, um
pontode grande relevincia para as interacdes destes com os diferentes
tipos de receptores biolégicos. Além disso, os produtos de origem
natural, normalmente, detém um menor coeficiente de parti¢ao, oque
indica uma maior hidrofobicidade. Eles podem ainda apresentar maior
rigidez molecular, em relagiio aos compostos de origem sintética.®
Essas caracteristicas e circunstancias revitalizaram o interesse dos
pesquisadores na descoberta de medicamentos com base em produtos
obtidos de fontes naturais. Para o aproveitamento mais racional de
todo esse potencial, € de fundamental importancia a ado¢io de uma
abordagem interdisciplinar: aliar conhecimento etnofarmacolégico
a outras importantes dreas do conhecimento, como a botéanica, a
fitoquimica, a quimica computacional, as estratégias biotecnolégicas
e sintéticas, além de testes farmacolégicos, tanto in vitro, quanto
in vivo. O trabalho coordenado entre as diferentes dreas € crucial para
o sucesso das pesquisas na drea da quimica medicinal de produtos
naturais.” Nesta revisdo serdo discutidos os aspectos quimicos e
de atividade biolégica da xantona natural a-mangostina, presente
no pericarpo dos frutos do mangostdo e que possui promissora
aplicabilidade no desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos.

A QUIMICA DA XANTONA NATURAL a-MANGOSTINA
Xantonas

As xantonas sdo estruturas de origem natural, presentes como
metabdlitos secunddrios em familias de plantas superiores, mas
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Abstract

Last year in Brazil, lung cancer was the third most common tumor in men and the fourth
in women, without counting non-melanoma skin cancer. It is the first in the world in incidence
among men and the third among women. When we talk about mortality, it is the first among
the male audience and the second among the female audience. But what are its main causes?
Did COVID-19 contribute to the increase in cases of this neoplasm?

Introduction

Since the 1960s, changes have been observed in the profile of diseases
that affect human populations. Infectious and parasitic diseases ceased to
be the main cause of death and were replaced by diseases of the circulatory
system and cancers [1].

Smoking is, without a doubt, an important risk factor for the
development of lung cancer. For this reason, quitting smoking is essential,
the risk factor does not decrease immediately, but it gets smaller over
time, studies have shown that ex-smokers always have a slightly higher
risk than those who have never smoked, but even so, it is much lower than
for people who continue to smoke. In addition to smoking, there are other
possible causes of lung cancer, such as environmental pollution, exposure
to radiation and genetic issues.

In 2022, cases of lung cancer in Brazil had the following proportions:
18.020 new cases in men, representing 7.5% of all cancers and 14.540
new cases in women, which represented 6.0% of all cancers. In 2018,
pre-COVID-19, that number was 6.042 for men and 4.747 for women, a
33% increase for both [2]. Nowadays, the question is: With the pandemic,
people smoked more or less? COVID-19 helped to increase cases?

What about COVID-19?

COVID-19 emerged in China in late 2019 and quickly reached pandemic
status and studies have shown that smoking could be a risk factor for
severe manifestations of COVID-19, other studies have shown that lung
cancer patients are four times more likely to die if they are infected with
COVID-19 [3].
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Abstract

Tropical black sage (Varronia curassavica Jacq., Cordiaceae) is a species native to ecosystems subject to strong anthropic
action, and thus is at risk of genetic erosion. However, little is known about this important genetic resource, with possible uses
in the aromas, fragrances, and pharmaceutical sectors. The objective of this work was to prospect and study native specimens
of tropical black sage regarding the content (%, w/w), chemical profile, and trypanocidal activity of the volatile oils. For this
purpose, we collected in situ 47 specimens. The volatile oils were obtained by distillation from leaves, quantified, and analyzed
by gas chromatography with flame ionization detection and gas chromatography coupled with mass spectrometry. The resulting
data were submitted to descriptive statistical and multivariate analyses. The content of volatile oil ranged from 0.3 to 4.2% based
on dry leaves. The volatile oils had average contents of 33.4 and 44.9% of oxygenated and non-oxygenated sesquiterpenes,
respectively. The proportion of the compound a-humulene varied from 0.3 to 11.1%, with frequency of 100%. Cluster analysis
indicated the formation of 10 groups with 50% similarity among the volatile oil samples. The sample with the best trypanocidal
activity was ESB45, with ICs, of 74.6 ug/ml and 100% inhibition of the viability of the epimastigote form of Trypanosoma cruzi
at the concentration of 300 pg/ml. Tropical black sage is a source of oxygenated sesquiterpenes, an important chemical class
for synthesis and development of medicines. For this reason, efforts are necessary to preserve the genetic information about the
species.

Keywords Cordia curassavica - Cordia verbenacea - Essential oil - Genetic resources - Chemical diversity - Terpenoids

Introduction

Restinga is common ecosystem in the Atlantic Forest biome,
with specific morphoclimatic conditions due to marine and
estuarine influences, causing the formation of habitats with
U4 Marco Andre Alves de Souza great diversity (Marques et al. 2011). It is estimated that some

decoerej @ufij.br 370 species of plants are endemic to restinga, many needing
scientific analysis (Zappi et al. 2015; Costa et al. 2018). The
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Seasoning to Kill: the Example of the Natural Amide Piperine and Its Potential in
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Natural products have long been explored in the history of most cultures worldwide. They
have been mainly applied in the therapy of some diseases and for food preservation due to the
antimicrobial properties of some condiments. Most of this knowledge was empirically discovered
and passed from generation to generation. Over the last few years, the evolution of organic chemistry
and the techniques of analysis and purification of compounds from complex matrices enabled a
significant increase in research to identify bioactive products isolated from plants. In this paper, we
briefly discuss the relevance of natural products on drug development, mainly focusing on amide
piperine, the main chemical constituent of black pepper (Piper nigrum). Its antiparasitic activities
and the knowledge of possible mechanisms of action against different parasites provide essential
information for drug development. Furthermore, its compatibility with medicinal and synthetic
chemistry techniques allows the development of more effective drug candidates.

Keywords: Piper nigrum, black pepper, piperamides, chemotherapy, parasitic diseases, NTDs

1. Introduction

Since antiquity, the use of medicinal plants directly
or in the form of infusions in the therapy of the most
diverse diseases has been known in several cultures. This
knowledge of traditional medicine was passed down
through generations, accumulating and improving in the
most diverse cultures and societies. Over the last two
centuries, it has made remarkable contributions to the
development of the chemistry of natural products and
medicinal chemistry as we know it today.'?

*#e-mail: marcoedilson @gmail.com
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This review is dedicated to the memory of the brilliant Brazilian
scientist Prof Eliezer J. Barreiro in recognition of

inct his outstanding contribution to the development of
e Brazilian medicinal chemistry, mainly in training
W an entire generation of researchers now working in

institutions both in Brazil as abroad.

Natural products are the largest known source of
bioactive molecules. Their great chemical diversity spans
an extensive variety of structures capable of interacting
with different biochemical models present in living
organisms.” Primary metabolites present in plants, such
as polysaccharides, proteins, and fatty acids, mostly have
plastic, structural, and energy storage functions. Special
metabolites, on the other hand, are biosynthesized by plant
organisms and are not necessarily used in the maintenance
of their vital functions.** These metabolites present a
greater chemical diversity and are, generally, products
that had their synthesis naturally selected and modulated
throughout evolutionary cycles, because of a given species’
adaptation mechanisms. Their function in nature includes
defense against pests and pathogenic microorganisms, or
as an attractive (visual or olfactory) for pollinators.>+¢* It
is important to highlight the relationship of the interaction
of these special metabolites with biochemical targets of

This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License.
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Abstract: Background: Anticancer therapies represent the primary treatment option for
a significant number of cancer patients globally; however, many of these treatments are
associated with severe side effects as they target molecular structures present in both
cancerous and healthy cells. In a similar context, the treatment of Chagas disease, a
neglected tropical illness, is hindered by the high toxicity of the currently available drugs.
Researchers are increasingly focusing on the development of safer and more selective
alternatives, with natural compounds being studied as potential starting points for the
creation of more effective drug candidates with a favorable therapeutic index. Objectives:
The aim of this study was to design simplified curcumin-derived structures that preserved
or enhanced their therapeutic activity against human lung cancer cell lines and T. cruzi,
while also improving bioavailability and minimizing toxicity. Methods: In this study,
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ABSTRACT: Geopropolis is a natural antibiotic produced by stingless
bees, supplemented with earth and clay. Bee products are a promising
source of natural bioactive compounds with potential for the
development of new drugs for neglected tropical diseases, such as
Chagas disease. This study analyzed extracts of Melipona mondury
geopropolis from the Bosque da Barra da Tijuca (R], Brazil) and
evaluated their activity against Trypanosoma cruzi. The extracts were
obtained using commercial grain alcohol 96° GL and fractionated with
hexane and dichloromethane. The antichagasic activity was determined,
with ICs, values ranging from 4.54 to 53.02 ug/mL. Phytochemical gy (—;.—__;q %
investigation of the dichloromethane fraction resulted in the isolation of S eoncslinly sl

two C-methylated flavanones, (2S)-strobopinin and (2S)-cryptostrobin, - J 4

which were identified for the first time in Brazilian geopropolis. These

compounds showed ICs, values of 21.21 uM and 21.55 uM, respectively, with distinct cytotoxities: 33.80 M for strobopinin and
99.79 uM for cryptostrobin. Molecular modeling studies were conducted to propose a mechanism of action on a candidate enzyme
target, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, and possible reasons for the selectivity differences caused by C-methylation. The
results highlight M. mondury geopropolis as a promising natural source of antiparasitic agents, supporting its potential for drug
development.

B INTRODUCTION therapeutic properties, including antioxidant, antimicrobial,
anti-inflammatory, antiparasitic, gastroprotective, and immu-
nomodulatory activities, which makes it a multifunctional
matrix of interest for the isolation of substances with biological
activities.*

The chemical composition of geopropolis is closely tied to
the local flora. Furthermore, other factors also influence the
chemical composition of this matrix, such as the season,
climate, seasonality, soil composition, and the genetic
characteristics of the bees themselves.” Thus, geopropolis
behaves as a matrix of high chemical complexity, which justifies
the need for consistent data regarding the chemical substances
responsible for the biological properties presented by this
product, particularly those produced by the stingless bee
species Melipona mondury, as there are few studies on this
species of bee.'!!

Natural products, especially bee products, have contributed
significantly to the supply of bioactive substances used in
treating various diseases that affect animals and humans.'
Among the products bees produce geopropolis stands out,
which has increasingly motivated the scientific community to
develop new studies to understand the chemical composition
and potencial biological properties of this resin.”

Geopropolis, also known as batume, consists of a mixture of
vegetable resins with clay, made by different species of stingless
bees, designed to seal cracks, form the walls and entrance of
colonies in hives, and mummify insects that come to invade it,
preventing the occurrence of possible putrefaction due to the
proliferation of fungi and bacteria.**

There are more than 400 species of stingless bees in Brazil,
with the genera Plebeia, Trigona, Melipona, Scaptotrigona, and
Trigonisca being the best-known. These bees play an essential
role in preserving biodiversity, pollinating around 40 to 90% of
floral species in Brazilian territory.™®

Geopropolis has been used in traditional medicine for
centuries in several countries, including Mexico, Brazil,
Argentina, India, and Vietnam. This material is utilized in
the treatment of various diseases due to its numerous
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Abstract

Dye-sensitized solar cells (DSSCs) have emerged as a promising technology for converting
sunlight into electricity at a low cost; however, it is still necessary to find a photostable,
low-cost, and efficient photosensitizer. In this sense, the natural product bixin (Dye 1) has
previously been reported as a potential photosensitizer. Thus, the present work reports the
full synthesis of diester and diacid hybrids (Dyes 2 and 3, respectively, with corresponding
yields of 93% and 52%) using the natural product bixin as a starting material and 1,3,4-
oxadiazole ring as a connected point. The hydrolysis step of Dye 2 aims to obtain Dye 3
with a structural capacity to anchor the titanium dioxide (TiO,) nanofilms via the carboxylic
acid group. Both compounds (Dyes 1 and 3) can be adsorbed via pseudo-first order on
the surface of TiO, nanofilms, reaching saturation after 10 and 6 min of exposure in an
organic solution (1 x 1075 M), respectively, with adsorption kinetics of the semisynthetic
compound almost twofold higher than the natural product. Contrary to expectations, Dye
3 had spectral behavior similar to Dye 1, but with better frontier molecular orbital (FMO)
parameters, indicating that Dye 3 will probably behave very similarly or have slightly
better photovoltaic performance than Dye 1 in future DSSC measurements.

Keywords: natural product bixin; semisynthetic hybrids; TiO, nanofilms; photostability;
electrochemistry; frontier molecular orbitals

1. Introduction

Sunlight remains one of the essential energy sources expected to provide electric
energy for the future. However, harvesting solar light and converting it into electricity at
low cost with high efficiency continues to present a significant challenge. In this regard, dye-
sensitized solar cells (DSSCs) have emerged as a promising technology for this conversion,
primarily due to their high light-to-electricity conversion efficiencies, ease of fabrication,
low production costs, and the capacity to modulate physical and chemical properties by
inserting specific chemical groups in the organic dye (photosensitizer) [1-3].

Humankind has widely used natural dyes to achieve different physicochemical prop-
erties in certain products, such as candles, cosmetics, textiles, and foods. Depending on the

Reactions 2025, 6,39
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Antiparasitic chemotherapy
Biophysical characterization
HSA-binding

The synthetic 1-meth i 2-meth | and 4-meth } (compounds 1, 2, and 3,
respectively) were tested against amastigotes of Trypanosoma cruzi (C2C4, LacZ), showing an activity profile that
depends on the position of the methoxy group in the xanthone ring, targeting pteridine reductase 1 of T. cruzi
(TcPTR1). The initial ph okinetic involved biophysical characterization of the interaction be-
tween the xanthones and human serum albumin (HSA, the main globular protein responsible for drug distri-
bution), using circular dichroism (CD), steady-state and time-resolved fluorescence measurements, combined
with in silico h h 3 exhibited the highest potency (37.37 + 1.25 M) against
T. cruzi amastigotes, likely due to its ability to form the most hydrogen bonds with TcPTR1. Both HSA:1-3 in-
teractions involved spontaneous and strong binding, with minimal disruption to albumin's secondary structure.
The methoxy group at position 4 of the xanthone aromatic ring reduces binding affinity by approximately
tenfold. N hel 1 ated higher binding affinity than the reported synthetic
dimethoxyxanthones. The main binding site was identified in the positive electrostatic potential pocket in

all methox:

that c Is 1-3 could be transported in the human bloodstream via

bd in A (site 1),
albumin.

1. Introduction

The 9H-xanthen-9-ones, commonly known as xanthones, are natu-
rally occurring compounds classified within the polyphenol group
(secondary metabolites), predominantly found in plants belonging to the
families of Clusiaceae [1], Polygalaceae [2], Gentianaceae [3], and
Moraceae [4]. Nevertheless, it has been documented that the

biosynthesis of xanthones also takes place in particular bacterial species
[5], fungi, and lichens [6]. The fundamental structure comprises a
planar heterocyelic system with an ortho-pyranic moiety fused to two
conjugated b rings containing a carbonyl group [3]. From a
chemical perspective, the xanthone framework exhibits distinct features
for various derivatives, such as the position, type, and number of sub-
stituents on one or both aromatic rings, which can affect their chemical

* Correspondence to: 0.A.Chaves, Department of Chemistry, Coimbra Chemistry Centre — Institute of Molecular Sciences, University of Coimbra, 3004-535

Coimbra, Portugal.
** Corresponding author.
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Abstract

Leishmania spp. are obligatory intracellular parasites that primarily infect macrophages. The
macrophage immune response plays a pivotal role in determining the control or progression
of infection. “M1-like” macrophages mediate parasite clearance through the production of
nitric oxide, pro-inflammatory cytokines, and reactive oxygen species, whereas “M2-like”
macrophages contribute to infection progression by exerting anti-inflammatory effects.
The capsular polysaccharides Glucuronoxylomannan (GXM) and glucuronoxylomanno-
galactan (GXMGal) from Cryptococcus neoformans are capable of immunomodulating the
macrophage response. GXM exhibits immunoregulatory activity, whereas GXMGal induces
a pro-inflammatory response. Although the activity of these polysaccharides has been
studied in cryptococcosis, their immunomodulatory potential in other infectious models
remains largely unexplored. Here, we investigated the effects of GXM and GXMGal on Leish-
mania major infection in murine peritoneal macrophages. Murine peritoneal macrophages
were infected with L. major and, 24 h post-infection, treated with 50 ug of either GXM
or GXMGal. Our data revealed that GXM treatment enhanced L. major infection, while
GXMGal treatment had no significant effect on the parasitic load in infected macrophages.

Keywords: Leishmania major; immunomodulatory; capsular polysaccharides; macrophages;
GXM; GXMGal; infection
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Cryptococcus neoformans is an opportunistic fungal pathogen with a global distribution and is the causative agent
Cryptococcus neoformans of cryptococcosis, a disease that primarily affects immunocompromised individuals. The infection typically be-

Trypanosoma cruzi
Capsular Polysaccharides
Immunomodulation
Macrophages

gins in the lungs and, in severe cases, can p to halitis and even death. Biochemical studies
have shown that the fungal capsule is predomi 1 d of glucur 1 (GXM), which accounts
for approximately 88% of the total composition, followed by glucuronoxylomannogalactan (GXMGal, ~10%)
and mannoproteins (~2%). Purified capsular components have been reported to exhibit distinct immunomod-
ulatory effects: while GXM predomi ly exerts i ive activity, inhibiting i I
GXMGal has been associated with immunoprotective properties.

To evaluate these differential immunomodulatory effects in another infection model, we employed an in vitro
system using murine macrophages infected with the Trypanosoma cruzi DM28c strain, followed by treatment with
either GXM or GXMGal. Our results demonstrated that at 7 and 10 days post-infection, the number of trypo-
mastigotes released was higher in GXM-treated conditions compared to GXMGal-treated conditions, even when
macrophages were stimulated with interferon-y. Additionally, amastigote counts were higher in macrophages
treated with GXM, whereas GXMGal-treated conditions showed increased nitric oxide production. Cytokine
quantification by ELISA revealed elevated TGF-p levels in GXM-treated cells and increased TNF-« levels in
GXMGal-treated conditions. Furthermore, inhibition assays confirmed that these effects were reversed upon
treatment with specific inhibitors.

The preliminary in vitro infection and treatment model indicates that the immunomodulatory effects of
C. neoformans capsular components persist even in a distinct infection setting.

These findings reinforce the role of GXM as an immunosuppressive factor and GXMGal as an immunopro-
tective agent, suggesting that capsular components may differentially lul host i in
various infectious contexts.
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Abstract:

Effective and safe treatments for neglected tropical diseases caused by parasites, such as
Chagas disease and sleeping sickness, are still lacking, presenting a significant challenge
for researchers worldwide. Rational design of dimeric compounds inspired solely by the
pharmacophoric core of benznidazole (2-nitroimidazole) has proven to be a promising
strategy. Increasing the linker between the active units improved interaction with TCNTR,
facilitating the bioactivation of these longer dimers compared to shorter ones. Biological

evaluation confirmed this, demonstrating that all compounds were active against
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The 7th World Congress on Leishmaniasis
certifies that the work entitled

ANALYSIS OF LEISHMANICIDAL AND IMMUNOMODULATORY
ACTIVITY OF NATURAL AND SYNTHETIC PRODUCTS

whose authors are:

RAISSA COUTO SANTANA, MARIA ARMANDA VIANA RODRIGUES, AFONSO SANTINE
MAGALHAES MESQUITA VELEZ, PAULO SANTOS-PITASSE, MARCO EDILSON FREIRE
DE LIMA, DEBORA DECOTE-RICARDO, CELIO GERALDO FREIRE-DE-LIMA, LUCIA
HELENA PINTO DA SILVA, GABRIELA SANTOS-GOMES

was presented as a
POSTER PRESENTATION

in WorldLeish7 held in Cartagena, Colombia
from August 1 - 6, 2022.

And for the record, we sign the present document on the date and
place mentioned above.

At e

Ivan Dario Vélez Jorge Alvar
Chair Co-chair




XVIII Encontro Regional
da Sociedade Brasileira
de Quimica - SBQ-R]

4 a 7 de outubro de 2022

‘ ‘ Centro Cultural Professor Horacio Macedo
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= APRESENTAGAO DE TRABALHO NO XVIIl ENCONTRO REGIONAL DA SBQ-RIO 3

Certifico que o trabalho “Avaliagdo da atividade toxica do 6leo essencial de Varronia
curassavica Jacq. contra formas epimastigotas deTrypanosoma cruzi”, apresentado por =
Afonso Santine Magalhdes Mesquita Velez, dos autores Elisabeth Alves Duarte Pereira,

= Afonso Santine M. M. Velez, Debora Decoté-Ricardo, Marco Edilson F. de Lima, Marco André
: Alves de Souza, foi selecionado e premiado na sessdo coordenada de Produtos Naturais, no
; XVIII Encontro Regional da SBQ-Rio, realizado no CCMN-UFRJ dos dias 4 a 7 de outubro de

2022. 2
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sh Sociedade Brasileira de Quimica

A CENTRALIDADE DA QUIMICA NA
EDUCACAO DO CIDADAO E NA INOVACAQ
CIENTIFICA E TECNOLOBICA

Atestamos que o trabalho "Novel curcuminoids with anti-Trypanosoma
cruzi activity against amastigotes forms, a structural design study",
autoria de Jorge Lucas Ferreira Lacerda, MARCO EDILSON FREIRE DE
LIMA, Carlos Mauricio Rabello de Sant Anna, Afonso Santine
Magalhaes Mesquita Velez, Jayane Clys Conceicao dos Santos e
Débora Decoté-Ricardo, foi apresentado na forma de poster durante a 472
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

ShirleyiNakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ
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A CENTRALIDADE DA QUIMICA NA
EDUCACAQ DO CIDADAQ E NA INOVACAD
CIENTIFICA E TECNOLOGICA

Atestamos que o trabalho "Molecular hybridization: a useful tool in the
design of novel curcumin-nitroimidazole derivatives potentially active
against Trypanosoma cruzi", autoria de Jayane Clys Conceicao dos
Santos, Jorge Lucas F. Lacerda, Afonso Santine Magalhaes Mesquita
Velez, Débora Decoté-Ricardo e MARCO EDILSON FREIRE DE LIMA,
foi apresentado na forma de poster durante a 472 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica.
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Shirleyi Nakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ
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COMUNICAGOES ORAIS NO XVIIl ENCONTRO REGIONAL DA SBQ-RIO

Certifico que o trabalho “Avaliacdo da atividade téxica do éleo essencial de Varronia
curassavica Jacq. contra formas epimastigotas deTrypanosoma cruzi”, apresentado por
Afonso Santine Magalhdaes Mesquita Velez, dos autores Elisabeth Alves Duarte Pereira,

Afonso Santine M. M. Velez, Debora Decoté-Ricardo, Marco Edilson F. de Lima, Marco André
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Alves de Souza, foi apresentado como Comunicagdo Oral, no XVIII Encontro Regional da SBQ-
Rio, realizado no CCMN-UFRJ dos dias 4 a 7 de outubro de 2022.
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6§ Reunidao Anual da SBQ

28 a 31 de Maio de 2023
Asuas de Lindéia - SP

Atestamos que o trabalho "Design and synthesis of bis-chalcones as
curcumin analogues and evaluation of their toxic activities against
Trypanosoma cruzi amastigotes", autoria de MARCO EDILSON FREIRE
DE LIMA, Afonso Santine Magalhdaes Mesquita Velez, Douglas Chaves
de Alcantara Pinto, Gabriela Alves de Souza, Geovana Andrade da
Silva, Lorrane de Souza Chaves, Leonardo Freire-de-Lima, Débora
Decoté Ricardo e Gabriel Amaral da Rocha Silva, foi apresentado na
forma de poster durante a 462 Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de

Quimica. M
ShirleyiNakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ

6§ Reunido Anual da SBQ

28 a 31 de Maio de 2023
Asuas de Lindéia - SP

Atestamos que o trabalho "Isolation Of C-Methylated Flavanones From
Geopropolis Melipona rufiventris With Potential Trypanocidal
Activity.", autoria de Rafael Ferreira dos SAntos, Afonso Santine
Magalhaes Mesquita Velez, Paulo Pitasse-Santos, MARCO EDILSON
FREIRE DE LIMA, Débora Decoté Ricardo e Gabriel Fulgencio dos
Santos, foi apresentado na forma de poster durante a 462 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica.

ShirleyiNakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ




6§ Reunidao Anual da SBQ

28 a 31 de Maio de 2023
Asuas de Lindéia - SP

Atestamos que o trabalho "Design and synthesis of 4,6-stiryl-
pyrimidines as curcumin analogues with potential activity against
Trypanosoma cruzi amastigotes.", autoria de Jorge Lucas Ferreira
Lacerda, MARCO EDILSON FREIRE DE LIMA, Afonso Santine Magalhaes
Mesquita Velez, Gabriela Alves de Souza e Paulo Pitasse-Santos, foi
apresentado na forma de poOster durante a 462 Reunidao Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica.

[ _fb Lo

ShirleyiNakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ

6§ Reunido Anual da SBQ

28 a 31 de Maio de 2023
Asuas de Lindéia - SP

Atestamos que o trabalho "Design, synthesis, and biological evaluation
of new selective dimeric 2-nitroimidazoles against Trypanosoma cruzi
amastigotes", autoria de Afonso Santine Magalhaes Mesquita Velez,
Gabriel Amaral da Rocha Silva, Douglas Chaves de Alcantara Pinto,
Paulo Pitasse Santos, Gabriela Alves de Souza, Débora Decoté
Ricardo e MARCO EDILSON FREIRE DE LIMA, foi apresentado na forma de
poster durante a 462 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

ShirleyiNakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ




45 REUNIAD ANUALIAGH
& Sustentavel e Soberano

31 de maio a 3 de junho de 2022 | MACEIO, AL

ATESTADO

Atestamos que o trabalho "Design and synthesis of new hybrids from a 1,2,4-triazole, prepared from
piperine, and known nitroimidazolic drugs", autoria de Afonso Santine Magalhaes Mesquita Velez,
DOUGLAS CHAVES ALCANTARA PINTO, GABRIELA CALHEIROS MAGALHAES, PAULO PITASSE SANTOS,

DEBORA DECOTE RICARDO e MARCO EDILSON FREIRE DE LIMA, foi apresentado na forma de poster durante a
452 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

Maceio, 03 de junho de 2022.
o\ A 1‘

% :
Romeu Cardozo Rocha Filho Fernando de Carvalho da Silva
Secretario Geral da SBQ

Presidente da SBQ
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Certificate of Poster Presentation

This is to certify that the work entitled:

Design, synthesis and evaluation of new hybrids from piperine and nitazoxanide active against Trypanosoma cruzi amastigotes

authored by Luiz Henrique de Carvalho Oliveto, Gabriel Amaral da Rocha Silva, Afonso
Santine Magalhaes Mesquita Velez, Debora Decoté-Ricardo, Marco Edilson Freire
de Lima

was presented during the poster session of the 1ith
Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry,
held in Salvador, Bahia, Brazil, from October 24th to October 27th, 2023.
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Marcelo Santos Castilho " Gustavo M. C. Trossini
Chair of BrazMedChemn 2023 MED/BIO division of SBQ
o Sbrazmedchem2023 @ www brazmedchem org/2023



- Emergéncias Climaticas?
482 Reuniao Anual da . A Quimica Age e Reage!
Sociedade Brasileira de Quimica 8 a11 de Junho de 2025

Campinas - SP

Atestamos que o trabalho "Design and synthesis of bis-chalcones as curcumin
simplified analogs and evaluation of their antiproliferative activities against
lung cancer cells.", autoria de Afonso Santine Magalhdaes Mesquita Velez,
Gabriela Alves de Souza, Lorrane de Souza Chaves, Jayane Clys Conceicao
dos Santos, Thiago de Souza Dias Silva, Tiago Ribeiro Rodrigues, Débora
Decoté Ricardo, Leonardo Freire-de-Lima e MARCO EDILSON FREIRE DE
LIMA, foi apresentado na forma de poster durante a 482 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica.
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Rossimiriam Pereira de Freitas Elisa Souza Orth
Presidente da SBQ Secretaria Geral da 5BQ
- -
- Emergéncias Climaticas?
482 Reuniao Anual da o A Quimica Age e Reage!
Sociedade Brasileira de Quimica 8211 de Junho de 2025

Campinas - SP

Atestamos que o trabalho "Design, synthesis and trypanocidal evaluation of
1,2,4-triazole-3-thioalkyl-nitroimidazole hybrids derived from natural
piperine", autoria de Afonso Santine Magalhaes Mesquita Velez, Bibo Li, Bin
Su, Débora Decoté Ricardo e MARCO EDILSON FREIRE DE LIMA, foi
apresentado na forma de poster durante a 482 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica.
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Rossimiriam Pereira de Freitas Elisa Souza Orth
Presidente da SBQ Secretadria Geral da SBQ




