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RESUMO

O SARS-CoV-2, causador da COVID-19, é um virus do género B-coronavirus identificado em
2019. Até o més de Agosto de 2023 estima-se mais de 769 milh8es de casos confirmados de COVID-
19 e mais de 6 milhdes de mortes relacionadas a infeccao por esse novo coronavirus no mundo. Com
aprovacao das vacinas, a letalidade da COVID-19 diminuiu consideravelmente atingindo atualmente
um patamar de 1,9%, mas a infeccao pelo virus ainda € comum mesmo em pessoas com esquema
vacinal completo. A grande circulagdo do virus causa também o aparecimento de diferentes cepas,
gue pode representar uma preocupacao futura. Poucas intervencdes terapéuticas séo possiveis para
0 tratamento da COVID-19. O Paxlovid, um dos Unicos medicamentos efetivos contra o virus foi
aprovado recentemente no Brasil, mas ainda apresenta incertezas frente ao seu uso no tratamento de
casos severos. O planejamento e desenvolvimento de novos compostos antivirais frente a SARS-
CoV-2 e outros coronavirus é de grande importancia para que haja diferentes alternativas para o
tratamento da COVID-19, bem como, no aparecimento de novos virus desse género. A protease
principal desses coronavirus (3CLP™) é essencial para as etapas de replicacdo viral e constitui um
alvo potencial para o planejamento de compostos ativos. O composto FL-166, identificado em
estudos frente ao virus SARS-CoV, demonstrou um valor potente de Ki = 40 nM. Com base em sua
estrutura quimica, derivados de acidos borénicos foram planejados com uso de docking molecular e
sintetizados. Dos 34 compostos sintetizados, 16 foram avaliados em estudos de inibicdo enzimatica
frente as proteases 3CLP© e PLP de SARS-CoV-2 e apresentaram atividade de inibicdo <5%, com
isso, ndo foram selecionados para determinacdo de ICso. Dessa forma, conclui-se que os derivados

de &cidos borénicos neste estudo foram inativos frente a inibi¢éo do alvo proposto.

Palavras-chave: COVID-19; enzimas proteoliticas; proteases - inibidores; chalcona; medicamentos -

desenvolvimento.



ABSTRACT

SARS-CoV-2, which causes COVID-19, is a virus of the 3-coronavirus genus identified in 2019. To
date (August 2023) there are an estimated 769 million confirmed cases of COVID-19 and more of 6
million deaths related to infection by this new coronavirus in the world. With the approval of vaccines,
the lethality of COVID-19 has decreased considerably, currently reaching a level of 1.9%, but infection
with the virus is still common even in people with a complete vaccination schedule. The large
circulation of the virus also causes the appearance of different strains, which may represent a future
concern. Few therapeutic interventions are possible for the treatment of COVID-19. Paxlovid, one of
the only effective drugs against the virus, was recently approved in Brazil, but there are still
uncertainties regarding its use in the treatment of severe cases. The planning and development of
new antiviral compounds against SARS-CoV-2 and other coronaviruses is of great importance so that
there are different alternatives for the treatment of COVID-19, as well as the appearance of new
viruses of this type. The main protease of these coronaviruses (3CLP™) is essential for viral replication
steps and constitutes a potential target for designing active compounds. The FL-166 compound,
identified in studies against the SARS-CoV virus, demonstrated a potent Ki value = 40 nM. Based on
this chemical structure, derivatives of boronic acids were designed using molecular docking and
synthesized. Of the 34 synthesized compounds, 16 were evaluated in enzymatic inhibition studies
against the SARS-CoV-2 proteases 3CLpro and Plpro and showed inhibition activity <5%, therefore,
they were not selected for ICso determination. Therefore, it is concluded that the boronic acid

derivatives in this study were inactive against the inhibition of the proposed target.

Keywords: COVID-19; proteolytic enzymes; protease inhibitors; chalcone; drug development.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

A sindrome respiratéria aguda grave (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome — SARS)
foi relatada inicialmente na China, em novembro de 2002. Semanas apds esse primeiro relato, a
SARS ja havia se espalhado por mais de 30 paises, totalizando 8422 casos e 916 mortes (WHO,
2003). Em 2003 o agente patologico causador da SARS foi identificado, sendo denominado de
SARS-CoV, um virus pertencente a familia Coronaviridae (Ksiazek et al., 2003). Apés a contencao da
epidemia de SARS em 2003, no ano de 2012 um outro coronavirus levou ao primeiro caso de
sindrome respiratdria do Oriente Médio (do inglés, Middle East Respiratory Syndrome — MERS) na
Arabia Saudita. Apesar da alta taxa de letalidade proximo de 34%, a MERS-CoV se restringiu
principalmente aos paises do Oriente Médio, totalizando 2519 casos e 866 mortes desde 2012,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2023a).

Em 2019, um novo coronavirus foi identificado apds uma série de casos de uma “pneumonia
atipica” na cidade de Wuhan, China (Zhou et al., 2020; Ren et al., 2020). O virus entdo identificado
como 2019-nCoV passou a ser denominado de SARS-CoV-2 ap0s sua sequéncia gendmica ser
analisada, compartilhando 79,6% de identidade com a sequéncia de SARS-CoV (Zhou et al., 2020). A
doenga causada pela infeccdo por SARS-CoV-2 recebeu o nome de COVID-19. Até o presente
momento (agosto de 2023) houveram mais de 769 milhdes de casos confirmados de COVID-19 e
mais de 6 milhdes de mortes no mundo (WHO, 2023b). Apenas no Brasil, foram relatados mais de 37
milhdes de casos e mais de 700 mil mortes decorrentes da COVID-19, uma letalidade de 1,9% (WHO,
2023b; Ministério da Saude Brasil, 2020).

1.2 O VIRUS SARS-COV-2 E A DOENCA COVID-19

Os coronavirus fazem parte da subfamilia Coronavirinae, pertencente a familia Coronaviridae, e
sdo agrupados em quatro géneros: a-coronavirus, B-coronavirus, 8-coronavius e y-coronavirus
(Pillaiyar et al., 2020). Os virus capazes de infectar humanos estdo divididos entre os géneros a-
coronavirus e B-coronavirus, sendo HCoV-229E e HCoV-NL63 pertencentes aos a-coronavirus e H-
CoV-HKU1, SARS-Cov-1, SARS-CoV-2 e MERS-CoV aos B-coronavirus (Pillaiyar et al., 2020; De
groot et al.,, 2011). Os coronavirus possuem quatro grandes proteinas estruturais, sendo elas:
proteina de nucleocapsideo (N), proteina “spike” (S), proteina de membrana (M) e proteina de
envelope (E) (Pillaiyar et al., 2020; De groot et al., 2011). A infec¢@o por esses virus se inicia através
do reconhecimento da proteina “spike” com receptores celulares. Os coronavirus que infectam
humanos utilizam receptores de entrada diferentes, sendo estes: aminopeptidase (HCoV-229E); acido
sidlico 9-O-acetilado (HCoV-NL6 e H-CoV-HKUL1); enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)
(SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 e HCoV-NL63) e dipeptidil peptidase 4 (MERS-CoV) (Pillaiyar et al.,
2020).



O ciclo de infeccdo desses virus ocorre de maneira similar. Com destaque para o virus
SARS-CoV-2, sua entrada nas células é auxiliada pelo receptor ECA2 e co-receptor serino protease
transmembrana tipo Il (TMPRSS2). Seu RNA (+) genémico passa pelo processo de tradugéo levando
a formacgdo de cadeias de poliproteinas (ppla e pplab), que sédo posteriormente processadas por
duas proteases: “3C-like” (3CLP™®) e “papain-like” (PLP©) (De wit et al., 2016). Com o auxilio das
proteases, essas poliproteinas sdo clivadas em proteinas nédo-estruturais (nsp) que compdem o
complexo replicase-transcriptase viral (De wit et al., 2016). Esse complexo leva a formacao de RNA (-
), 0 que gera novas fitas de RNA (+) genémico por processos de replicacdo e a sintese de proteinas
estruturais através da traducao de mRNA (+) subgendémico (De wit et al., 2016). As proteinas virais
formadas e o RNA gendmico constituem os novos virions, que sdo liberados das células infectadas
por um processo de exocitose (De wit et al., 2016). A Figura 1 representa esquematicamente as
etapas do ciclo de vida do virus SARS-CoV-2.

Figura 1. Ciclo de vida do virus SARS-CoV-2.
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A forma de transmissdo desse virus, assim como o SARS-CoV e MERS-CoV, se da por
contato direto através de goticulas de aerossol, rota-fecal oral e por fémites intermediarios de
pacientes sintomaticos e assintomaticos durante o periodo de incubacdo (Helmy et al., 2020). Os
sintomas da COVID-19 diferem de pessoa para pessoa. De acordo a OMS, os sintomas podem
incluir, de maneira geral: febre, tosse seca, diarreia, dor de garganta, dor de cabeca e perda do
olfato/paladar (WHO, Coronavirus disease COVID-19). Em 2020, um dos primeiros estudos
demonstrando as caracteristicas clinicas de pacientes hospitalizados com COVID-19 na China foi
publicado (Huang et al., 2020). De 41 pacientes, 13 (32%) apresentavam alguma doenca subjacente
como diabetes, hipertenséo ou doenca cardiovascular. A média de idade foi de 49 anos e os sintomas
mais comum foram: febre (98% dos pacientes), tosse (76% dos pacientes) e fadiga (44% dos
pacientes) (Huang et al., 2020). Os sintomas graves da COVID-19 séo caracterizados por linfopenia,
complicagbes tromboembdlicas, problemas cardiacos agudos, lesdo renal e hepatica e choque
séptico (Berlin et al., 2020; Chen et al., 2020; Huang et al., 2020).



A infeccdo por SARS-CoV-2 é caracterizada por desencadear uma resposta imune excessiva
denominada de “tempestade de citocinas”, considerada a principal causa de gravidade da doenca e
morte em pacientes com COVID-19 (Hu; Huang; Yin, 2020). A tempestade de citocinas leva a
ativacdo de um alto nivel de células imunes e producdo excessiva de citocinas inflamatérias e
mediadores quimicos (Hu; Huang; Yin; 2020). Durante as infec¢des causadas por SARS-CoV e
MERS-CoV, demonstrou-se também um aumento no nivel de diferentes citocinas inflamatorias,
porém essas citocinas diferem-se de acordo com cada virus (Hu; Huang; Yin; 2020). Especificamente
para SARS-CoV-2, durante um quadro de COVID-19 severa ou grave, os niveis das citocinas IL-2, IL-
4, IL-6, IL-7, IL-10, G-CSF, IP-10, MCP-1, MIP1A, TNF-« e INF-y foram encontrados aumentados (Hu;
Huang; Yin; 2020; Chen et al., 2020).

A COVID-19 também demonstrou uma condi¢do particular denominada de “pés COVID” ou
“COVID longa” caracterizada pela OMS como individuos que apresentam infeccdo provavel ou
comprovada pelo virus SARS-CoV-2, geralmente 3 meses apos o inicio da COVID-19 com sintomas
que durem pelo menos 2 meses e que ndo podem ser explicados por um diagnéstico alternativo
(WHO, 2021). Os sintomas da COVID longa sdo extensos, tendo como exemplos: febre, fadiga,
confusdo mental, dor de cabeca, perda do olfato/paladar, distirbios de memodria, falta de ar, dor no
peito, entre outros (Brodin et al., 2022; Montani et al., 2022; Yong, 2021). Os verdadeiros impactos da
COVID-19 a longo prazo ainda estédo sendo estudados e algumas pesquisas demonstram que mesmo
pacientes que ndo apresentaram uma forma grave da doenca, apresentaram um aumento no risco

diversos disturbios e doengas neuroldgicos (Xu et al., 2022).

1.3 TRATAMENTO ATUAL

A forma mais eficiente de impedir a infecgdo pelo virus SARS-CoV-2 e o desencadeamento de
formas graves da COVID-19 é por meio da vacinacdo. Em um estudo de meta-analise, Zheng e
colaboradores (2021) demonstraram que a efetividade das vacinas Pfizer-BioNTech foi de 91,2%,
Moderna 98,1% e CoronaVac 65,7% (Zheng et al., 2021). Nesse mesmo estudo, 0s autores
verificaram que em populagBes totalmente vacinadas, a efetividade da vacina contra a infecgdo por
SARS-CoV-2, diminuicdo da hospitaliza¢éo relacionada a COVID-19, diminuicdo da admissdo em
unidade de terapia intensiva e diminuicdo dos casos de morte foi de 89,1%, 97,2%, 97,4% e 99,0%,
respectivamente (ZHENG, et al. 2021). Quanto a taxa de vacinacdo do mundo, 70,1% da populacéo
mundial recebeu pelo menos uma dose da vacina COVID-19 (Our World in Data, 2023). No Brasil, o
namero de pessoas vacinadas contra COVID-19, com pelo menos as duas doses (ou dose Unica), era
de mais de 176 milhdes em marco de 2023 (Our World in Data, 2023). O perfil de vacinacdo no Brasil
teve um grande aumento do periodo de janeiro de 2021 até marco de 2022, porém, a tendéncia de
vacinacgdo da populacdo segue em declinio (Our World in Data, 2023).

Em 22 de marco de 2022 foram administradas mais de 182 mil doses por dia (todas as doses
foram consideradas, incluindo doses de refor¢o) para mais de 35 mil doses por dia em 22 de margo
de 2023 (Our World in Data, 2023). No mundo, 0 pais que mais possui pessoas nao vacinadas é a
india, com mais de 389 milhes de pessoas que ndo receberam nenhuma dose da vacina contra

COVID-19 (Our World in Data, 2023). No Brasil, estima-se que mais de 25 milhGes de pessoas ndo



receberam nenhuma dose da vacina (Our World in Data, 2023). Apesar da grande efetividade das
vacinas, sua cobertura ndo se da de maneira total e bem distribuida em todo mundo. A falta de
imunizantes em alguns paises, bem como a impossibilidade de realizar a vacinagao ou até mesmo, o
desejo de néo realizar a imunizacéo contra COVID-19 séo alguns fatores que reforcam a necessidade
de outras abordagens terapéuticas para o tratamento da forma grave dessa doenga (Altman et al.,
2023; Razai et al., 2021).

O tratamento da COVID-19 até o presente momento apresenta poucas alternativas. No Brasil, foi
aprovado pela ANVISA para uso a dexametasona, um anti-inflamatério da classe dos corticoides, o
anticorpo monoclonal tocilizumabe, antagonista do receptor de IL-6 e o baricitinibe, inibidores de
JAK1 e JAK2 para o tratamento de COVID-19 grave/pacientes hospitalizados (ANVISA, 2023).
Quanto aos antivirais, quatro farmacos foram aprovados para o tratamento da COVID-19 no Brasil,
pela ANVISA, sendo eles: remdesivir, molnupiravir e nirmaltrevir/ritonavir e sotrovimabe. O farmaco
sotrovimabe é um exemplo de anticorpo monoclonal, inibidor da proteina spike do virus. Em 2022, o
FDA retirou a autorizagdo do uso de sotrovimabe para o tratamento de COVID-19 em todo territério
dos EUA, uma vez que a propor¢cdo dos casos dessa doenga estava sendo causados por mais de
50% pela subvariante Omicron BA.2 e esse farmaco se mostrou ineficaz contra essa subvariante
(Takashita et al.,, 2022; FDA News Release, 2022). Porém, no Brasil, ele ainda continua sendo
aprovado para o tratamento da COVID-19.

Atualmente, no mundo, existem apenas trés antivirais derivados de moléculas pequenas e 11
anticorpos monoclonais que sdo comercializados para o tratamento de COVID-19. Considerando as
moléculas antivirais pequenas, duas tem como alvo a enzima RNA-dependente RNA polimerase
(RdRp) do virus SARS-CoV-2, sendo elas o remdesevir e molpuniravir, ambos analogos de
nucleosideos. Para pacientes com COVID-19 leve ou moderada, o remdesivir ndo oferece beneficio
significativo. Para individuos com alto risco de hiper inflamacao, diagnosticada precocemente durante
a doenca (menos ou até 10 dias) e que requerem suplementagdo com oxigénio, o remdesivir € capaz
de encurtar o tempo de recuperacéo (Young; Tan; Leo; 2021; Beigel et al., 2020). O molpuniravir é
indicado para pacientes com COVID-19 leve ou moderada, em adultos, com inicio da administra¢éo
imediata dentro de 5 dias apés o inicio dos sintomas. Esse fArmaco ndo é indicado para menores de
18 anos, pois pode afetar o crescimento sseo e cartilaginoso (Saravolatz, Depcinski, Sharma, 2023).
Apesar de ndo apresentar interagfes medicamentosas com outros farmacos e possuir reacdes
adversas leves, como diarreia, nauseas e tontura, apresenta apenas 30% de capacidade em reduzir
hospitalizagdo e morte (Saravolatz, Depcinski, Sharma, 2023). O medicamento Paxlovid, constituido
pelos farmacos nirmatrelvir-ritonavir, atua como inibidor da protease principal (3CLP™) de SARS-CoV-
2. Nirmatrelvir atua como inibidor da atividade de 3CLP™, com um ICso de 4 nM frente a essa protease
(Duveau, Thomas; 2022). Ritonavir € um inibidor da protease do HIV-1 e sua administracdo em
conjunto com o nirmaltrevir € feita com objetivo de inibir o citocromo P450 (CYP3A), responsavel por
metabolizar o farmaco inibidor da protease. O ritonavir ndo apresenta atividade contra a protease de
SARS-CoV-2. Esse medicamento apresenta uma potente eficacia no tratamento de COVID-19, tendo
capacidade de reduzir as hospitalizagdes/mortes em até 88% (Saravolatz, Depcinski, Sharma, 2023).

Sua administracao é recomendada para pacientes com COVID-19 leva ou moderada, com pacientes



com idade minima de 12 anos, dentro de 5 dias apés o inicio dos sintomas. Apesar de sua maior
efetividade quando comparado aos outros antivirais de COVID-19, apresenta extensas intera¢des
medicamentosas (Saravolatz, Depcinski, Sharma, 2023). Além disso, o tratamento com Paxlovid
apresentou um fendmeno denominado de “rebound”, caracterizado como a volta da infecgdo viral
uma vez que o paciente ja estava curado apds o uso do medicamento (Rubin, 2022). O motivo pelo
qual essa condicdo ocorre ainda ndo esta claro, mas sugere-se que o Paxlovid pode suprimir
temporariamente a replicacdo viral, porém, caso o paciente ndo consiga desenvolver uma resposta
imune eficaz durante esse tempo, pode levar ao rebote viral de SARS-CoV-2 apés o finalizar o tempo
de tratamento (WANG, et al. 2022).

Considerando os farmacos aprovados até o presente momento, ressalta-se que apesar da
efichcia no tratamento de COVID-19 ainda apresentam limitacdes. O planejamento e
desenvolvimento de novos antivirais para SARS-CoV-2 é de grande importancia para a identificacéo
de moléculas mais potentes e seguras. Proteinas que desempenham papeis fundamentais no ciclo de
vida de SARS-CoV-2 foram identificadas como importantes alvos para o desenvolvimento de novas
moléculas no tratamento de COVID-19 (Liu et al., 2020). O planejamento de compostos visando
esses alvos podem levar a descoberta de novos antivirais contra SARS-CoV-2, podendo inclusive,
apresentar espectro de acdo ampliado para atuar frente a outros coronavirus como SARS-CoV e

MERS-CoV, a exemplo da protease principal dos coronavirus, a 3CLP™.

1.4 A PROTEASE PRINCIPAL (3CLPRO) DE SARS-COV-2

A protease principal dos coronavirus denominada de MP™ ou 3CLP™® tem um papel fundamental no
ciclo de vida desses virus, sendo responsavel pela clivagem das cadeias de poliproteinas para
formacdo do complexo replicase-transcriptase viral. Desta forma, essa protease se torna um alvo
promissor para o desenvolvimento de novas estratégias frente aos coronavirus, uma vez que sua
inibicao interfere nos processos de replicacdo e transcri¢cdo dos virus.

A estrutura de 3CLP™® de SARS-CoV consiste em trés dominios e seu sitio ativo € localizado em
uma regido entre o dominio | e I, que podem ser divididos em cinco sub-bols6es denominados S1,
S2, S2, S4 e S5 (Figura 2) (Hu et al.,, 2022). O sitio catalitico dessa protease contém a cisteina
catalitica 145 (Cys-145) que junto com a histidina 41 (His-41) formam uma diade catalitica (Figura 2)
(Hu et al., 2022).



Figura 2. Estrutura da protease principal de SARS-CoV-2, 3CLP™.
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Data Bank (PDB), permitiu uma avaliagdo quanto sua similaridade entre as outras proteases
principais dos coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV. Com o alinhamento dessas estruturas utilizando
o software Chimera, identificou-se que a 3CLP™ de SARS-CoV possui 96% de similaridade com a de
SARS-CoV-2; de 306 aminoacidos, apenas 12 residuos séo diferentes, tendo a regido do sitio ativo
conservada. Em relacdo a 3CLP°de MERS-CoV, a protease principal de SARS-CoV-2 apresenta 46%
de similaridade (He et al., 2020; Banerjee, et al., 2021).

O processo catalitico pela qual a 3CLP™ é responsavel se denomina protedlise (Figura 3). A
histidina (HIS-41) abstrai um préton da cisteina catalitica (CYS-145), levando a formag&o do tiolato
(etapa ), forma reativa da cisteina, que atua como nucledfilo na presenca do substrato (etapa Il).
Apos o ataque do tiolato ao carbono cabonilico do substrato, ha a saida da porgdo N-terminal do
substrato, levando a formacgéo da ligacdo enxofre-carbono (etapa Ill). Na presenca de &agua, a
histidina é responsavel por sua ativacdo, desprotonando a molécula apés seu ataque nucleofilico ao
carbono cabonilico (etapa V). A ligacdo carbono-enxofre é entdo clivada pela formacao da ligagao
dupla entre o carbono-oxigénio (etapa V). A abstracdo do préton pelo &tomo de enxofre da protease,

leva a seu reestabelecimento apos o processo de hidrélise (Pillaiyar et al., 2016).



Figura 3. Etapas de protedlise e hidrélise da protease principal de SARS-CoV-2.
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Os inibidores da protease principal do coronavirus podem ser classificados em dois tipos:
peptideomiméticos e as denominadas “small molecules”, em que se enquadram todas as moléculas
cuja estrutura quimica ndo deriva de um peptideo (Liu et al., 2020). Os compostos peptideomiméticos
sdo estruturas derivadas de peptideos contendo um grupo eletrofilico denominado de “warhead”,
capaz de promover uma ligacdo covalente reversivel ou irreversivel com a cisteina catalitica da
protease (Liu et al., 2020). Compostos derivados de moléculas pequenas nao-peptidicas interagem
principalmente com residuos da regido catalitica da protease por meio de ligacdes de hidrogénio,
ligagBes hidrofébicas e forcas de van der Waals (Liu et al., 2020). Porém, podem também apresentar
a capacidade de formar uma ligagao covalente com a cisteina catalitica.

Compostos que atuam de maneira covalente e ndo covalente apresentam vantagens e
desvantagens quanto a sua administracdo. Normalmente, os inibidores covalentes conseguem uma
inibicdo mais potente do alvo, mas, apresentam um tempo de residéncia maior e podem levar a uma
maior toxicidade (Cesco et al., 2017). Os inibidores ndo covalentes por outro lado, apresentam uma
inibicdo mais fraca do alvo, o que torna esses compostos mais toleraveis e passiveis de
administragdo por periodos mais longos (Cesco et al.,, 2017). Porém, pode ser necessario uma
dosagem alta ou uma administragdo desses compostos multiplas vezes (Cesco et al., 2017).

Neste trabalho, exploramos as moléculas pequenas como potenciais inibidoras da 3CLP® de
SARS-CoV-2, uma vez que sdo estruturas simples do ponto de vista sintético, podem apresentar
valores interessantes de inibicdo frente ao alvo e ao virus, além de serem estruturas versateis, que
muitas vezes podem ser reposicionadas frente a outro alvo. Dentre as diferentes moléculas peguenas
relatadas até o presente momento, destaca-se o composto GRL-0920 (Figura 4), identificado como
inibidor da protease principal de SARS-CoV-2, com ICso = 0,25 pM (Gosh et al., 2021).

Posteriormente, esse composto havia sido identificado em 2008, como inibidor da protease principal



de SARS-CoV, com ICs = 0,2 pM (Ghosh et al., 2008), reforcando a semelhanc¢a estrutural das
proteases tal qual resultou em sua inibicdo com um valor de ICso muito similar, pelo menos composto.
Além disso, essa pequena molécula se mostrou capaz de inibir ambos os virus SARS-CoV e SARS-
CoV-2, com valores de ECso = 6,9 e 2,8 UM, respectivamente (Ghosh et al., 2008; Ghosh et al., 2021).
A troca do grupo éster por um derivado contendo um grupo amida levou a formagdo do composto (9a
— Figura 4) que apresentou valores de ICso € ECso > 100 pM (Ghosh et al., 2021). O modo de
interacdo do composto GRL-0920 com a protease se da através do ataque nucleofilico entre a
cisteina catalitica, na forma de tiolato, com a carbonila do grupo éster, levando a formacao de uma
ligacdo covalente entre a cisteina e o carbono carbonilico (aduto de tioéster). Desta forma, considera-
se que derivados néo peptidicos podem ser uma classe interessante de compostos a ser explorada

para a inibicdo da protease de SARS-CoV-2.

Figura 4. Compostos GRL-0920 e 9a, inibidores da protease principal de SARS-CoV-2.

(e Resll aates

GRL-0920
ICsg (3CLpro SARS-CoV-2) = 0,25 uM ICso (3CLpro SARS CoV-2) = 100 uM
ECs; (SARS-CoV-2) = 2,8 pM Ecﬁg (SARS-CoV-2) = >100 pM

Fonte: Adaptado de Gosh et al., 2021.

1.5 ACIDOS BORONICOS EM INIBIDORES DE 3CLPRO DE SARS-COV E SARS-COV-2

Os acidos borbnicos apresentam uma quimica muito caracteristica, o que confere a esse grupo
uma grande aplicabilidade dentro da Sintese Organica, Organocatalise e Quimica Medicinal. O atomo
de boro em compostos organoborados apresenta hibridizacdo do tipo sp?, tendo um orbital p
desocupado responsavel por seu carater de 4cido de Lewis (Prates et al., 2021). Os acidos bordnicos
séo estaveis em pH fisioldgico, 0 que muitas vezes torna sua aplicagdo mais interessante do ponto de
vista do planejamento de f&rmacos como por exemplo, na troca biosostérica entre o grupo acido
carboxilico (pKa = 4-5) por um acido bordnico (pKa = 8-9) (Plescia, Moitessier; 2020). Além disso, o0
acido borbénico também pode afetar as propriedades fisico-quimicas das moléculas, como por
exemplo, levando a um aumento da solubilidade (Plescia, Moitessier; 2020). Consequentemente pode
trazer implicagBes nos valores de coeficiente de particdo (LogP) e coeficiente de distribuicdo (LogD),
importantes parametros farmacocinéticos (Plescia, Moitessier; 2020).

Os acidos bordnicos e derivados, como 0s benzoboroxdis, constituem uma importante classe de
compostos na Quimica Medicinal, sendo que representantes dessa classe podem ser encontrados na
terapia, a exemplo do antineoplasico bortezomib (Velcade®), antifingico (tavaborol - Kerydin®) e no
antinflamatorio usado para tratamento de dermatite atopica crisaborol (Eucrisa®) (Fernandes et al.,
2019). Uma importante caracteristica dos acidos bor6nicos e principal motivo que séo explorados na

Quimica Medicinal, é a capacidade desses compostos em realizar interagdes covalentes reversiveis.



O boro interage com residuos de aminoacidos que séo capazes de doar um par de elétrons,
considerando seu carater de acido de Lewis. Desta forma, compostos que contém &cido bordnico em
sua estrutura podem atuar como inibidores de proteases, mais comumente, inibidores de serino e
treonino proteases (Smoum et al., 2012). Derivados de &cidos bordnicos atuando como potentes
inibidores de proteases foram relatados em diferentes estudos. Winsor e colaboradores (2018)
utilizaram como protétipo o composto darunavir, que contém um grupo anilina e substituiram o
grupamento amina por um acido borénico para avaliar sua potencialidade frente a protease de HIV. O
derivado bordnico apresentou inibicdo na ordem de picomolar (Ki = 0,5 pM), enquanto o darunavir
apresentou Ki = 10 pM (Figura 5; A) (Windsor et al., 2018). Em outro estudo, Nitsche e colaboradores
(2016) descrevem a atividade de outros derivados de acido bordnico contra a protease flaviviral,
apresentando valores de Ki = 0,051, 0,082 e 0,040 uM contra as proteases dos virus da dengue, Nilo

e Zika, respectivamente (Figura 5; B) (Nitsche et al., 2016).

Figura 5. Inibidores de proteases derivados de acidos boronicos. A) Inibidor da protease de HIV; B) Inibidor da protease
flaviviral.

Fonte: Adaptado de Windsor et al., 2018; Nitsche et al., 2016.

Quanto a protease principal de SARS-CoV, um Unico estudo com derivados de acidos borbnicos
foi publicado em 2004. Bacha e colaboradores (2004), identificaram compostos de acido aril
borénicos bi-funcionalizados capazes de inibir a protease principal de SARS-CoV. Os autores
realizaram diferentes otimiza¢des estruturais e relataram a maior constante de inibicdo (Ki) quando
substituiram os grupos ésteres (FL-078, Ki = 4,5 uM) por amidas (FL-166, Ki = 40 nM) (Figura 6)
(Bacha et al., 2004). Experimentos de titulacdo isotérmica indicaram que esses inibidores se ligam
reversivelmente a 3CLP° de maneira favoravel do ponto de vista termodindmico, implicando no
estabelecimento de fortes interagfes com a protease (Bacha et al., 2004). Além dessas estruturas,
moléculas menores foram sintetizadas em uma série de analogos contendo apenas um acido
borbnico na estrutura, como exemplo os compostos FL-087 (Ki = 66 puM), FL-092 (Ki = 15,5 pM), FL-
108 (Ki = 15,0 uM) e FL-107 (Ki = 6,9 pM) (Bacha et al., 2004) (Figura 6). As moléculas menores ndo
apresentaram um valor de Ki tdo potente quanto as estruturas de maior peso molecular, o que pode
ser justificado pela menor quantidade de intera¢gdes com os residuos de aminoacidos do sitio da
protease, porém, estas funcionam muito bem como fragmentos moleculares.

Frente ao virus SARS-CoV-2, destaca-se apenas dois trabalhos que avaliaram moléculas
contendo &cidos borbnicos em sua estrutura como possiveis inibidores da protease principal. Kiihl e

colaboradores (2022), avaliaram uma série de compostos derivados de benzoboroxois e apenas dois
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derivados de acidos borbdnicos (26 e 27 — Figura 6) frente a protease principal de SARS-CoV-2. Os
derivados de &cidos borbnicos apresentaram uma fraca inibicdo da protease (<20%), quando
testados em uma concentracdo fixa de 50 yuM e, portanto, seus valores de ICso ndo foram
determinados. Curiosamente, a troca do acido bordnico por um benzoboroxol na estrutura do
composto (26) resultou ho composto (18 - Figura 6), que apresentou um valor de ICso = 6,1 pM frente
a 3CLP° de SARS-CoV-2 (Kihl et al., 2022). A regido exata da protease em que o composto (18) atua
é desconhecida pelos autores, porém, estudos usando espectrometria de massas indicaram que nao
ha a formacéao de ligacdo covalente entre o grupo benzoboroxol e a 3CLP™ (Kuhl et al., 2022). Fassi e
colaboradores (2023), com base nos estudos de Bacha e colaboradores (2004) sintetizaram uma
série de acidos B-amido bordnicos, com objetivo de avaliar a capacidade do grupamento acido
borbnico em realizar uma interagdo covalente com o residuo de treonina (Thr-25) no sitio ativo da
protease. Dois compostos, (3a) e (3ea) (Figura 6), foram avaliados em ensaios enziméticos em uma
concentracao fixa de 20 uM, com uma porcentagem de inibicdo de 23,39 e 23,70% frente a 3CLP™ de
SARS-CoV-2 (Fassi et al., 2023). Por conta do baixo valor de atividade de inibicdo, os autores néo

deram continuidade com posteriores estudos.

Figura 6. Derivados de acido bor6nico avaliados frente a protease de SARS-CoV e SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Bacha et al., 2004; Kihl et al., 2022; Fassi et al., 2023.

Até o presente momento, apenas os trabalhos de Kuhl e colaboradores (2022) e Fassi e
colaboradores (2023) foram publicados explorando derivados de &cidos bordnicos como inibidores da

protase de SARS-CoV-2, o0 que demonstra a necessidade de mais estudos para avaliar se de fato, os
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acidos borénicos e seus derivados podem ser um scaffold interessante para o desenvolvimento de
inibidores da 3CLP.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho visou o planejamento, sintese e avaliagdo farmacoldgica de inibidores da protease
principal (3CLP?) de SARS-CoV-2 que possam se constituir novos candidatos a farmacos para
tratamento da COVID-19.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Modelagem molecular com o uso do docking convencional para sele¢do dos compostos mais
promissores frente as interacdes com a 3CLP°de SARS-CoV-2.

e Sintese, purificagdo e caracterizacéo estrutural das moléculas selecionadas.

e Estudo in vitro da capacidade de inibicdo dos compostos sintetizados frente a protease de
SARS-CoV-2.

3. METODOLOGIA

3.1 MODELAGEM MOLECULAR

Os experimentos de modelagem molecular foram realizados utilizando o software Maestro®
2018-4 (Schrédinger, 2017a) em um computador com sistema operacional Windows 7 Home
Premium, processador Intel Core 17-4790 com memodria de 16 Gb e placa de processamento grafico
Nvidea Gforce GTX 980.

Para o estudo computacional frente a protease principal de SARS-CoV-2, a estrutura
cristalografica de 3CLP™° ou Mr° de SARS-CoV-2, foi obtida no banco de dados PDB, sob o cédigo
6YB7 (Owen et al., 2020) com resolucéo de 1,25 A.

As estruturas foram importadas para o software isoladamente e preparadas para o estudo de
ancoragem molecular utilizando a fungcdo Protein Preparation Wizard. O seguinte protocolo foi
executado: (i) remocdo das moléculas de agua; (i) adicdo de &atomos de hidrogénio; (iii)
preenchimento de cadeias laterais incompletas; (iv) minimizacdo de energia utilizando o campo de
forca OPLS3. A caixa de interagéo (“grid”) foi definida pelo Receptor Grid Generation (Schrédinger,
2017b), com dimensées de 10 A x 10 A x 10 A. Com a conclusdo do preparo das proteinas, 0s
ligantes foram desenhados e importados no formato SDF para o software Maestro® e sua preparacao
se deu através da funcdo Ligand Preparation (LigPrep) a fim de realizar a minimizagcao de energia
utilizando campo de forgca OPLSS3, e obter a simulagao dos possiveis estados de ionizagdo em pH 7 +
2 (SCHRODINGER, 2017c). Para a realizagédo do ancoramento molecular utilizou-se a fungdo Glide

em modo Extra Precision (XP) e Standard Precision (SP), gerando de 10 a 20 poses por molécula.
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Para determinar a eficiéncia de todos os parémetros utilizados neste estudo, o modelo foi
validado por redocking, em que os ligantes originais das proteinas foram removidos e seguidamente,
ancorados no mesmo sitio enzimatico. A qualidade deste resultado foi analisada pelo célculo Root
Mean Square Desviation (RMSD) entre o ligante co-cristalizado e o “redocado”. O valor obtido é

considerado de confianga quando o RMSD for inferior a 2 A (Yusuf et al., 2008).

3.2 METODOS DE PURIFICAGAO

3.2.1 Biotage® IsoleraTM

A purificagdo dos compostos obtidos foi realizada através de cromatografia com o uso do
Biotage® Isolera™ utilizando a coluna Biotage® SNAP ULTRA 10g (HP-Sphere 25 ym), por um
método isocratico com acetato de etila, hexano e diclorometano como eluentes, fluxo de 36 mL/min e

detec¢do no comprimento de onda fixo em 254 nm.

3.2.2 Coluna de bancada

A cromatografia em coluna de bancada foi realizada utilizando como eluentes solventes organicos
de diferentes polaridades como fase moével e silica flash como fase estacionaria. A altura e diametro

da coluna foram definidos de acordo com a necessidade para cada composto a ser purificado.

3.2.3 Identificagdo estrutural em Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em cromatoplacas de
aluminio (AL TLC- Merck®) de silica-gel 60 F254 para o acompanhamento das reacles. A

visualizagdo das substancias foi realizada em camara de luz ultravioleta (254 e 365 nm).

3.2.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Espectroscopia na regido do infravermelho (IV). As andlises de espectrofotometria foram
realizadas na faixa de absorcdo de 4.000 a 400 cm-, regido do infravermelho (IV), através de um

espectrofotdmetro IR Prestige-21 Shimadzu®, utilizando pastilhas KBr.

3.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN de 'H, DEPT-Q e bidimensionais (Bruker 600 e Bruker 300, operando a 600
MHz e 300 MHz, respectivamente, para o nucleo de *H e TMS como referéncia interna e a 150 MHz e
75 MHz para DEPT-Q) foram realizadas utilizando solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) e
cloroférmio deuterado (CDClz-ds) O equipamento esta lotado no Instituto de Quimica da UNESP de

Araraquara.



13

3.3 METODOLOGIA SINTETICA

3.4.1 Reacbes de acoplamento para obtencéo de amidas

Para obtencdo dos derivados de amidas realizou-se o0 acoplamento entre os respectivos
derivados aminados e o0 reagente carboxilado, com o uso de 1l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), hidroxibenzotriazol (HOBt) como agentes acoplantes e N,N’-

diisopropiletilamina (DIPEA) como base (Figura 7).

Figura 7. Metodologia sintética para obtencdo dos derivados de amida.
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trietilamina, THF, t.a., 24 h

(13) - FL-168

Procedimento experimental

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL (baldo A) adicionou-se 200 mg (1 eg.mol?) de acido 3-
borénico benzoico (1) ou acido 3-nitro-5-borénico benzaéico (2), 2 eq.mol* de EDC, 2 eq.mol* de HOBt
e 5 mL de dimetilformamida (DMF) anidra. A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente
sob agitacdo durante 1 h em atmosfera inerte de N2. Em um segundo baldo de fundo redondo de 10
mL (baldo B), adicionou-se 1,2 eq.mol! do respectivo reagente aminado (3), (4) ou (5) 1,2 eq.mol! de
DIPEA e 4 mL de DMF anidro. A mistura reacional do baldo B foi entdo adicionada gota a gota ao
baldo A. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente sob agitacéo durante 24 h em atmosfera inerte
de nitrogénio (N2). O acompanhamento reacional foi feito por cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando acetato de etila:hexano como fase movel e revelagdo sob luz ultravioleta (254 nm)
até que o consumo dos reagentes indicasse o término da reacdo. O agente revelador de aminas
primarias  2,2-diidroxi-hidrindeno-1,3-diona  (ninidrina) também foi empregado durante o
acompanhamento reacional por CCD. Esse revelador é responsavel por provocar uma coloragéo rosa
intensa na CCD quando em contato com compostos que contém aminas livres em sua estrutura, mas
pode também, corar grupamentos amida levando a observacdo de uma coloragdo rosa menos
intensa. Ao final da reacéo, o meio reacional foi diluido com 150 mL de acetato de etila para extracao

liquido/liquido. A fase orgéanica foi lavada trés vezes com 80 mL de Agua destilada. Posteriormente a
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fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro e a solucao filtrada. Em seguida o solvente foi
evaporado a pressao reduzida levando a um soélido branco. A (ltima etapa consistiu na purificacéo de
cada produto por meio de cromatografia de coluna de bancada. Os compostos foram avaliados
individualmente para escolha da melhor fase moével e altura da coluna. Ao final da purificagdo, os
produtos acido (3-(fenilcarbamoil)fenil)borénico (6), acido (3-((3-hidroxifenil)carbamoil)fenil)borénico
(7), acido (3-((3-aminofenil)carbamoil)fenil)borénico (8), acido (3-nitro-5-(fenilcarbamoil)fenil)borénico
(9), acido (3-((3-hidroxifenil)carbamoil)-5-nitrofenil)borénico (10) e acido (3-((3-aminofenil)carbamoil)-
5-nitrofenil)bordnico (11) foram obtidos com rendimentos variando entre 15 a 25 %.

Para obtencdo do composto acido (((1,4-fenilenobis(azanodiil))bis(carbonil))bis(5-nitro-3,1-
fenileno))diborénico (13), adicionou-se em um baldo de 10 mL (baldo A) adicionou-se 300 mg (1,42
mmol) de acido 3-nitro-5-bordnico benzodico (2), 245 uL (2,36 mmol) de cloreto de oxalila, 3 gotas de
DMF e 5 mL de diclorometano (CH2Cl2). A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente sob
agitacdo durante 1-3 h em atmosfera inerte de N2. Em um segundo baldo de fundo redondo de 10 mL
(baldo B), adicionou-se 80 mg (0,74 mmol) de p-fenilenodiamina (12), 200 uL (4,85 mmol) de
trietlamina e 5 mL de tetrahidrofurano (THF). Ao final da reacdo do baldo A, indicada por
acompanhamento por CCD, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida levando a remogédo do
excesso de cloreto de oxalila com a formacdo de um sélido de cor amarelada. O solido foi
ressuspendido em THF para solubilizacdo do reagente clorado. O baldo B foi colocado em banho de
gelo e a solugéo contendo o reagente clorado foi adicionada gota a gota ao meio reacional do baldo
B. A reagéo foi mantida a temperatura ambiente sob agita¢éo durante 24 h em atmosfera inerte de No.
O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando hexano:acetato de etila como fase mével e
revelagdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse o término da
reacdo. Ao final da reagdo, o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o meio reacional diluido
com 150 mL de acetato de etila para extragdo liquido/liquido. A fase orgénica foi lavada trés vezes
com 80 mL de agua destilada. Posteriormente a fase orgénica foi seca com sulfato de sddio anidro e
a solucéo filtrada. Em seguida o solvente foi evaporado a pressao reduzida. A Ultima etapa consistiu
na purificagdo do composto por meio de cromatografia de bancada, utilizando como eluentes: (9:1)

acetato de etila e hexano, levando a obtencdo de um sélido amarelado, com rendimento de 12%.

3.4.2 Reacgdes de acoplamento para obtencéo de ésteres

Para obtencdo dos derivados de ésteres realizou-se o0 acoplamento entre 0s respectivos
derivados hidroxilados e o reagente contendo a fungéo acido carboxilico, com o uso de cloreto de

oxalila, DMF como catalisador e trietilamina como base (Figura 8).
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Figura 8. Metodologia sintética para obtencéo dos derivados de ésteres.
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Procedimento experimental

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL (baldo A) adicionou-se 200 mg (1 eq.mol?) de acido 3-
nitro-5-bordnico benzéico (2), 2 eqg.mol! de cloreto de oxalila, 3 gotas de DMF e 5 mL de
diclorometano (CH2Cl2). A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo durante
1-3 h em atmosfera inerte de N2. Em um segundo baldo de fundo redondo de 10 mL (baldo B),
adicionou-se 1,2 eq.mol! do respectivo reagente hidroxilado (14), (15) ou (16), 2 eqg.mol?! de
trietilamina e 5 mL de THF. Ao final da reac&o do bal&do A, indicada por acompanhamento por CCD, o
solvente foi evaporado a presséo reduzida levando a remocéo do excesso de cloreto de oxalila com a
formacgao de um sdlido de cor amarelada. O sélido foi ressuspendido em THF para solubilizagcdo do
reagente clorado. O baldo B foi colocado em banho de gelo e a solugédo contendo o reagente clorado
foi adicionada gota a gota ao meio reacional do baldo B. A reacéo foi mantida a temperatura ambiente
sob agitacdo durante 24 h em atmosfera inerte de N2. O acompanhamento reacional foi feito por CCD
utilizando hexano:acetato de etila como fase movel e revelagédo sob luz ultravioleta (254 nm) até que
0 consumo dos reagentes indicasse o término da reacgéo.

Ao final da reacdo, o solvente foi evaporado a pressédo reduzida e o meio reacional diluido com
150 mL de acetato de etila para extracéo liquido/liquido. A fase orgénica foi lavada trés vezes com 80
mL de agua destilada. Posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e a
solugéo filtrada. Em seguida o solvente foi evaporado a presséo reduzida levando a um soélido branco.
A Ultima etapa consistiu na purificacdo de cada produto por meio de cromatografia com o uso do
Biotage® IsoleraTM. Os compostos foram avaliados individualmente para escolha da melhor fase
movel. Ao final da purificacdo, os produtos acido (3-nitro-5-(fenoxicarbonil)fenil)bordnico (17), acido
(3-nitro-5-((piridin-3-iloxi)carbonil)fenil)borénico (18) e &cido (3-((4-cloro-3-nitrofenoxi)carbonil)-5-

nitrofenil)bordnico (19) foram obtidos com rendimentos variando entre 12 a 15%.
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3.4.3 Reacéo de Claisen-Schmidt para obtencéo de chalconas

Para obtencdo dos derivados de chalconas realizou-se a reacdo de Claisen-Schmidt entre as
respectivas cetonas funcionalizadas e os aldeidos, com uso de hidréxido de sédio (NaOH) como base
e etanol (EtOH) como solvente (Figura 9).

Figura 9. Metodologia sintética para obtencéo das chalconas.
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Procedimento experimental

Para obtencdo do intermediario 1-(3-metoxifenil)etan-1-ona (22), adicionou-se em um baldo de
fundo redondo de 25 mL, 400 mg (3 mmol) do reagente 3-hidroxiacetofenona (20), 1g (0,7 mmol) de
carbonato de potassio (K2COs) e 8 mL de DMF anidro. A mistura reacional foi mantida sob agitacéo e
temperatura ambiente por 30 minutos. Apés esse tempo, adicionou-se 500 pL (8 mmol) do reagente
iodo metano (21). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo e temperatura de 90 °C durante pelo
menos 12 horas (overnight). O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando
hexano:acetato de etila como fase movel e revelacdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o consumo
dos reagentes indicasse o término da reacdo. Ao final da reagcao o meio reacional foi diluido com 150
mL de acetato de etila para extragéo liquido/liquido. A fase organica foi lavada trés vezes com 80 mL
de agua destilada. Posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e a solugdo
filtrada. Em seguida o solvente foi evaporado a pressao reduzida levando a obtencdo de um 6leo

amarelo, o intermediario (22), puro, com rendimento de 60%.
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Para obtencéo das chalconas acido (E)-(3-(3-oxo-3-fenilprop-1-en-1-il)fenil)bordnico, acido (E)-(3-
(3-(3-hidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico, &cido (E)-(3-(3-(3-hidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-
ilfenil)borénico, acido (E)-(3-(3-(3-hidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico, acido (E)-(3-(3-(3-
hidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico e &cido (E)-(3-(3-(3,4-dimetoxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-
ilYfenil)borénico, acido (E)-(3-(3-(4-bromo-2-hidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico e acido (E)-
(3-(3-(4-bromo-2-metoxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico (31 - 38), acido (E)-(4-(3-oxo-3-
fenilprop-1-en-1-il)fenil)bordnico, acido (E)-(4-(3-(3-hidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)bordnico,
acido (E)-(4-(3-(3-aminofenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)bordnico, acido (E)-(4-(3-(3-metoxifenil)-3-
oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico, acido (E)-(4-(3-(3-bromofenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico e
acido (E)-(4-(3-(3,4-dimetoxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)fenil)borénico (31’ — 36’), acido (E)-(3-(3-(3-
aminofenil)-3-oxoprop-1-en-1-il)-5-nitrofenil)borénico (40) e (E)-1-(3-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-
ona (42), em um balédo de fundo redondo de 10 mL preparou-se uma solu¢do de NaOH (1M) em meio
de etandlico e adicionou-se as respectivas cetonas funcionalizadas (24 — 30) (1 eg.mol?l). Em
seguida, os respectivos aldeidos (23), (23)’, (39) e (41) (1 eg.mol?t) foram solubilizados em 4 mL de
EtOH e adicionados gota a gota ao meio reacional. A reacdo foi mantida sob agitacdo em
temperatura ambiente por 24 até 36 h. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando
hexano:acetato de etila como fase mdvel e revelacdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o consumo
dos reagentes indicasse o término da rea¢do. Ao final da reagéo, o pH do meio reacional foi ajustado
com uso de uma solugéo de &cido cloridrico (HCI) 10% e vertido em gelo em um béquer. O béquer
contendo o precipitado formado foi mantido em refrigeracéo overnight. O precipitado foi filtrado com
uso de um funil de Biichner e lavado com 4gua gelada. A Ultima etapa consistiu na purificacdo de
cada produto por meio de cromatografia em coluna de bancada. Os compostos foram avaliados
individualmente para escolha da melhor fase movel, sendo esta sempre com o uso dos solventes
acetato de etila e e hexano. Ao final da purificacdo, os produtos (31 — 38), (31’ — 36’), (40) e (42)

foram obtidos com rendimentos variando entre 20 a 40 %.

3.4.4 Reacgdes para obtencéo dos derivados de N-acil-hidrazonas

Para obtencdo dos derivados de N-acil-hidrazona realizou-se a reacdo entre as respectivas
hidrazidas funcionalizadas e os aldeidos com uso de acido acético (CHsCOOH) como catalisador e
etanol (EtOH) como solvente (Figura 11). Para a sintese de algumas hidrazidas funcionalizadas
realizou-se primeiramente uma rea¢do de esterificacdo no respectivo reagente de acido carboxilico e

em seguida, a rea¢do com hidrazina levando a obtencéo da hidrazida (Figura 10).
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Figura 10. Metodologia sintética para obtengéo das hidrazidas funcionalizadas

[¢) o 0
R, R Ry
Rg R2 R.?

R;=H, R, = OH (43) Ry =H, Ry = OH (46) R; =H, R, = OH (50)

Ry =H, Ry = NH; (44) Ry =H, R, =NH,(47) Ry =H, R, =NH,(51)

R; = OH, R, = H (45) Ry =H, R, = OCH, (48) Ry =H, R, = OCH; (52)
Rq=0CHj R, =H (49) Ry =0OCHa, R, = H (53)

e) CHl, K,CO4, DMF, 80 °C, overnight; ou €) H,SO,, MeOH, 65 °C, 6 h; ou e) SOCI,, MeOH, 65 °C, 3h.; f) NH;NH,, EtOH, 80°C, 24 h.

Procedimento experimental

Para obtenc¢do do intermediario 3-hidroxibenzoato de metila (46), adicinou-se em um baldo de 25
mL, 500 mg do reagente &cido 3-hidroxibenzadico (43) (3 mmol), 400 pL (7 mmol) de acido sulfdrico
(H2S04) e 8 mL de metanol (MeOH). A reac¢do foi mantida sob agitacdo e temperatura de 65 °C
durante 6 h. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando hexano:acetato de etila como
fase moével e revelacdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse 0
término da reacao. Ao final da reagdo o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o meio reacional
diluido com 150 mL de acetato de etila para extracdo liquido/liqguido. Realizou-se uma extragéo,
adicionando solucdo de bicarbonato de sbédio até a total neutralizacdo do excesso de H2SOa.
Posteriormente a fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e a solugéo filtrada. Em seguida
o solvente foi evaporado a presséo reduzida levando a obtencdo de um sélido branco, o intermediario
(46) puro com rendimento de 70%.

Para obtencao do intermediario 3-metil aminobenzoato (47) adicionou-se em um baldo de 25 mL,
500 mg do reagente &cido 3-aminobenzéico (44) (3 mmol) e 8 mL de MeOH anidro. A reacao foi
mantida sob agitacédo a temperatura ambiente e adicionada em banho de gelo. Apds o baldo estar em
banho de gelo, adicionou-se 300 pL (7 mmol) de cloreto de tionila (SOCI2) e a reacéo foi mantida no
banho de gelo, sob constante agitacédo, durante 15 minutos. Apds esse tempo a reacao foi mantida a
temperatura ambiente por mais 15 minutos e por fim, colocada sobre temperatura de 65 °C durante 3
h. O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando hexano:acetato de etila como fase movel
e revelacdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse o término da
reacdo. Ao final da reacdo o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o meio reacional diluido
com 150 mL de acetato de etila para obtencdo do sal formado. O sal foi filtrado por funil de Biichner e
lavado com acetato de etila gelado. Para obtencdo do composto na sua forma neutra, realizou-se
posteriormente uma extracdo quimicamente ativa, adicionando solucdo de bicarbonato de sdédio.
Posteriormente a fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e a solugéo filtrada. Em seguida
0 solvente foi evaporado a presséo reduzida levando a obtencdo de 6leo amarelo, o intermediério
(48), puro, com rendimento de 70%.

Para obtencdo dos intermediarios 3-metoxibenzohidrazida (48) e 4-metil metoxibenzoato (49),
adicionou-se em um baldo de fundo redondo de 25 mL, leg.mol! dos respectivos compostos
hidroxilados (43) e (45), 2 eg.mol* de K2.COz e 8 mL de DMF anidro. A mistura reacional foi mantida

sob agitacdo e temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se 2 eq.mol?! do
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reagente iodo metano (21). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo e temperatura de 90 °C
durante pelo menos 12 horas (overnight). O acompanhamento reacional foi feito por CCD utilizando
hexano:acetato de etila como fase mdvel e revelacdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o consumo
dos reagentes indicasse o término da reacao. Ao final da reagao o meio reacional foi diluido com 150
mL de acetato de etila para extragéo liquido/liquido. A fase organica foi lavada trés vezes com 80 mL
de agua destilada. Posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e a solucao
filtrada. Em seguida o solvente foi evaporado a pressao reduzida levando a obtencéo dos produtos de
interesse (48) e (49), ambos soélidos brancos com rendimentos de 80 e 85%.

Para obtencao dos intermediarios 3-hidroxibenzohidrazida (50), 3-aminobenzohidrazida (51),
3-metoxibenzohidrazida (52) e 4-aminobenzohidrazida (53), adicionou-se em um baldo de 10 mL os
respectivos ésteres (46 - 49) (1 eqg.mol?), 10 eq.mol! de hidrato de hidrazina e 8 mL de EtOH. A
reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura de 80 °C durante 8-24 h. O acompanhamento
reacional foi feito por CCD utilizando hexano:acetato de etila como fase mével e revelagdo sob luz
ultravioleta (254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse o término da reagdo. Ao final da
reacdo o solvente foi evaporado a pressé@o reduzida e o meio reacional diluido com 150 mL de
acetato de etila para extracd@o liquido/liquido. A fase orgéanica foi lavada trés vezes com 80 mL de
agua destilada. Posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e a solugéo
filtrada. Em seguida o solvente foi evaporado a presséo reduzida levando a obteng&o dos produtos de

interesse (50- 53) com rendimentos entre 40 e 60%.

Figura 11. Metodologia sintética para obten¢éo dos derivados de N-acil-hidrazonas
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e) K,COs, DMF, 90 °C, overnight; g) CH,COOH, EtOH, t.a., 24 h.
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Procedimento experimental
Para obtengé&o dos derivados de N-acil-hidrazona acido (E)-(3-((2-

benzoilhidrazono)metil)fenil)bordnico, acido (E)-(3-((2-(3-hidroxibenzoil)hidrazono)metil)fenil)borénico,

acido (E)-(3-((2-(3-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenil)bordnico, acido (B)-(3-((2-(3-
metoxibenzoil)hidrazono)metil)fenil)borénico, acido (B)-(3-((2-(3-
bromobenzoil)hidrazono)metil)fenil)bordnico, acido (E)-(3-((2-(4-
hidroxibenzoil)hidrazono)metil)fenil)borénico, acido (E)-(3-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenil)bordnico, acido (E)-(3-((2-(4-
metoxibenzoil)hidrazono)metil)fenil)borénico, acido (E)-(3-((2-(4-

bromobenzoil)hidrazono)metil)fenil)borénico e &cido (E)-(4-((2-benzoilhidrazono)metil)fenil)borénico
(60 - 68), adicionou-se em um baldo de 10 mL as respectivas N-acil-hidrazidas (51 - 59) (1 eq.mol),
o reagente acido (3-formilfenil)borénico (23) (1 eq.molt), 6 mL de EtOH e 4 gotas de acido acético. A
reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura ambiente durante 24 h. O acompanhamento reacional
foi feito por CCD utilizando hexano:acetato de etila como fase movel e revelacdo sob luz ultravioleta
(254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse o término da reagdo. Apds o termino da reacéo,
0 meio reacional foi vertido em um béquer com gelo. O béquer contendo o precipitado formado foi
mantido em refrigeracéo overnight. O precipitado foi filtrado com uso de um funil de Biichner e lavado
com agua gelada para obtencdo dos compostos finais puros (60 - 68), todos sélidos brancos, com
rendimento médio de 60%. A sintese do composto final (71) foi realizada da maneira anteriormente
descrita (metodologia @), alterando apenas o reagente borbnico, sendo este o &cido (4-
formilfenil)bordnico (23)’. Para obten¢do dos compostos finais (69) e (70) realizou-se uma reagédo de
metoxilacdo dos derivados hidroxilados de N-acil-hidrazonas (60) e (66), com uso de iodometano,

sendo esta metodologia anteriormente descrita (metodologia e).

3.4.5 Borilagc&o de Miyaura

Para obtencao dos derivados contendo o grupo nitro substituido no anel benzénico, realizou-se
uma reacao de Borilagdo de Miyaura para substituicdo do &tomo de bromo por grupo dioxaborolano
(Figura 12).

Figura 12. Metodologia sintética para obtengéo dos derivados borilados.
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Procedimento experimental

Para obtengcdo do intermediario3-nitro-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)benzaldeido
(39), adicionou-se em um bal&o de fundo redondo de 25 mL, 300 mg (1 mmol) do reagente 3-bromo-
5-nitrobenzaldeido (72), 670 mg (2 mmol) do reagente bis(pinacolato)diboro, 200 mg (2 mmol) de
acetato de potassio (CHsCO:2K), 40 mg (0,25 mmol) de cloreto de paladio (PdCl2) e 8 mL de dioxano
anidro. A reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura de 100 °C durante 24 h. O acompanhamento
reacional foi feito por CCD utilizando hexano:acetato de etila como fase mdvel e revelacéo sob luz
ultravioleta (254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse o término da reacdo. Ao final da
reacdo o solvente foi evaporado a pressado reduzida e o meio reacional diluido com 200 mL de
metanol para filtragdo por celite. Apds a filtragdo para remogédo do catalisador, o filtrado foi evaporado
pressdo reduzida e o meio reacional diluido com 150 mL de acetato de etila para extracdo
liquido/liquido. A fase orgénica foi lavada trés vezes com 80 mL de agua destilada. Posteriormente, a
fase orgénica foi seca com sulfato de sddio anidro e a solucao filtrada. Em seguida o solvente foi
evaporado a presséo reduzida levando a obtenc¢é@o de um sélido marrom. A Ultima etapa consistiu na
purificacdo do composto por meio de cromatografia com o uso do Biotage® IsoleraTM. Ao final da

purificacé@o, o intermediario (39) foi obtido com rendimento de 55%.

3.5 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA

Os compostos sintetizados foram avaliados através de estudos enziméticos afim de identificar
sua capacidade de inibicdo da proteina alvo do estudo, a protease principal de SARS-CoV-2 (3CLP™)
além da outra protease do virus, a PLP™. Os ensaios foram realizados pelo grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Rafael V. C. Guido, da Universidade de Sao Paulo (USP), S&o Carlos, Brasil. Os compostos foram
solubilizados em DMSO e avaliados no ensaio pontual de inibicdo na concentracdo de 40 pM para

ambas as proteases.

3.5.1 Ensaio de inibicdo de 3CLP™ de SARS-CoV-2

O clone da enzima Mpro foi realizada pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Rafael V. C. Guido,
da Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Carlos, Brasil, utiizando o modelo de cDNA viral
(GenBank MT126808.1), gentilmente cedido pelo Dr. Edison Durigon (Universidade de S&o Paulo,
Sédo Paulo, Brasil), este foi utilizado como molde para a amplificacdo da regido alvo a partir de
iniciadores especificos para a regido codificadora de Mpro (residuos 3264-3569), na regido N terminal
foi inserida uma calda 6XHis-tag seguido por um sitio de clivagem de protease TEV (ENLYFQ |
GAM). Usando o método LIC, esse gene foi inserido no plasmideo pET_M11, esses plasmideos
foram transformados em células DH5a E. coli competentes, os clones positivos foram selecionados e
confirmados. Para a produgdo de proteina, células E. coli BL21 foram transformadas com os
respectivos plasmideos e cultivados em meio auto-indutor ZYM-5052, acrescido de 1 mM do
antibiotico canamicina a 37 °C e 200 RPM até uma densidade 6tica a 600 nm de 0,8, seguido por
expressdo a 18 oC, 200 RPM por 16 h. As células foram separadas do meio por centrifugacdo a

5.000 x g por 40 min a 4 °C, ressuspendidas em tampé&o de lise (20 mM Tris pH 7,8, 150 mM NacCl, 1
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mM DTT), rompidas por sonicacdo e o lisado foi separado por centrifugacdo a 12.000 x g por 30 min
a 4°C. A enzima Mpro foi purificada em 4 etapas, a calda 6XHis-tag ndo auxiliou no processo de
purificagdo pois sofreu autoclivagem durante a expressdo. O primeiro passo utilizado foi afinidade em
resina de niquel para separar a calda e uma pequena parcela de proteinas nao clivadas. A fragdo nao
ligada foi entdo submetida ao processo de precipitacdo com 1 M de Sulfato de Aménio, o precipitado
foi separado por centrifugacdo a 12.000 x g por 30 min a 4° C, ressuspendido em tampao de gel
filtracdo (20 mM Tris pH 7,8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) e purificado por cromatografia
de exclusdo molecular usando uma coluna HiLoad Superdex 200 26/1000 (GE Healthcare). Apds a
cromatografia de exclusdo molecular, o tampéao da proteina foi trocado por 20 mM Tris pH 8,0, 1 mM
DTT e, em seguida, inJetada em uma coluna Mono-Q 5/50 GL (GE Healthcare). A proteina foi eluida
usando um gradiente linear de tampé&o contendo 20 mM Tris pH 8,0, 1 M NaCl e 1 mM DTT. Os
ensaios enzimaticos de inibicao foram realizados usando como concentragdo final por reagéo, 20 uM
do substrato FRET DABCYL-KTSAVLQ | SGFRKM-E (EDANS) -NH2, 0,015 yM da proteina Mpro e
0s potenciais inibidores foram testados inicialmente a uma concentragdo de 10 uM. A reacéo foi
conduzida em tampéo de reacdo (20 mM Tris pH 7,3, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,01% Triton) e
incubada com cada potencial inibidor a 37°C por 10 min, ap6s a incubacéo o substrato foi adicionado
e a atividade enzimatica medida pela fluorescéncia em leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM
(N excitagdo / A emissao de 360/460 nm) a cada 30 s durante 30 min. Os compostos que mostraram
inibicdo superior a 80% em relacdo a atividade da enzima nativa foram submetidos a ensaios de

determinacéo do valor de ICso.

3.5.2  Ensaio de inibicdo de PLP° de SARS-CoV-2

O clone da enzima PLP™ foi feito por colaboradores do grupo do Prof. Dr. Rafael V. C. Guido,
da Universidade de S&o Paulo (USP), Sdo Carlos, Brasil, utilizando o modelo de cDNA viral
(GenBank MT126808.1), este foi utilizado como molde para a amplificacdo da regido alvo a partir de
iniciadores especificos para a regido codificadora de PLpro (residuos 1564-1879), na regido C-
terminal foi inserida uma calda 6XHis-tag. Usando o método de enzimas de restricdo, esse gene foi
inserido no plasmideo pET_28a. Para a producdo de proteina, células E. coli BL21 foram
transformadas com os respectivos plasmideos e cultivados primeiramente em 5 mL de meio LB
(Lysogen Broth), contendo os antibiéticos canamicina (50ug/mL) e clorafenicol (34ug/mL). Esse meio
com saturacdo de células foi entdo inoculado em 1 L de meio de cultura LB suplementado com os
mesmos antibidticos nas mesmas propor¢des, este foi incubado a 37 °C sob agitacao de 200 rpm até
atingir a DO entre 0,6 e 0,8. Nesse momento foi adicionado 0,5 mM de IPTG (isopropil 3-D-1-
tiogalactopiranosideo) utilizado para induzir a expresséo, essa que foi realizada a temperatura de 18
°C em agitacdo de 200 rpm por aproximadamente 16 h. A purificacdo da enzima PLP™ foi padronizada
utilizando a estratégia de afinidade da calda de histidina pela coluna de niquel. Apos o periodo de
expressdo, as células foram separadas do meio por centrifugacdo a 5.000 x g por 40 min a 4°C,
ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris pH 8,5, 150 mM NacCl, 10 mM imidazol e 1 mM DTT),
rompidas por sonicacéo e o lisado foi separado por centrifugacdo a 12.000 x g por 30 min a 4°C, o

sobrenadante foi utilizado na primeira etapa de purificacdo. A suspenséo solluvel contendo o pull de
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proteinas foi entdo levada a primeira etapa de purificacao por afinidade em coluna de niquel do tipo
His-trap HP e eluida com o tampé&o de

eluicdo (50 mM Tris pH 8,5, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol e 1 mM DTT). Para garantir uma boa
razéo de pureza foi realizada subsequente uma etapa de gel filtracdo em coluna do tipo superdex 75
(Tampao da gel filtragdo: 50 mM Hepes pH 7,4, 100 mM NacCl, e 1 mM DTT). Os ensaios enzimaticos
de inibicdo foram realizados usando como concentracao final por reacdo, 20 yM do substrato FRET-
peptide Abz-TLKGG APIKEDDPS-EDDnp, o ensaio foi padronizado utilizando 70 nM da enzima
PLpro e os potenciais inibidores foram testados inicialmente a uma concentragao de 10 uM. A reacgao
foi carreada em tampéo de reacdo (50 mM HEPES pH 7,5, 5 mM DTT, 0,01% Triton) e incubada com
cada potencial inibidor a 37°C por 30 min, apds a incubacao o substrato foi adicionado e a atividade
enzimética medida pela fluorescéncia em leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM (A excitagéo /
A emissao de 320/420 nm) a cada 30 s durante 30 min. Todos os compostos que mostraram inibicao
superior a 80% em relacdo a atividade da enzima nativa foram submetidos a ensaios de ICso. Para as
medidas de ICso, diferentes amostras de reacdo foram pré-incubadas com diferentes concentragdes
dos inibidores pré-selecionados (Seriada 12 partindo de 40 uM até 11 nM) a 37° C por 30 min. A
diluicBo do composto foi feita em DMSO e reacdes controle contendo o mesmo volume de DMSO
sem a presenc¢a do inibidor foram realizadas na presenca e auséncia da proteina. As medidas de
fluorescéncia foram realizadas no leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM utilizando o mesmo A
excitagdo / A emissdo mencionado anteriormente, a cada 30 s durante 30 min a 37° C. Todos o0s
ensaios foram realizados em triplicata e as velocidades iniciais foram derivadas da inclinacdo da fase
linear de cada reacdo. O gréfico de inibicdo e o valor de ICso foi obtido usando Origin Pro 9.5.1
Software (OriginLab).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 ANCORAMENTO MOLECULAR

4.1.1 Planejamento dos compostos
Com base nos resultados obtidos do estudo de Bacha e colaboradores (2004) o composto FL-166
(Figura 13) apresentou uma potente inibicdo frente a protease principal de SARS-CoV (Ki = 40 nM) e

foi selecionado como protétipo desse projeto.
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Figura 13. FL-166, um derivado de &cido bordnico, inibidor da 3CLP"™ de SARS-CoV.
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Fonte: Bacha, et al. (2004).

Estudos preliminares de modelagem molecular foram realizados para melhor compreenséo
das interagBes que esse composto seria capaz de realizar no sitio de 3CLP° de SARS-CoV-2 com
base no modelo computacional e identificar regides passiveis de otimizagéo estrutural.

Foram geradas 10 poses da estrutura FL-166 que mantiveram uma grande semelhanga na
ocupacédo da cavidade da protease principal do SARS-CoV-2 (Figura 14 — C). Duas poses principais
foram observadas, uma em que ambos os grupos &cido bordnico e nitro realizam interagbes de
hidrogénio com residuos de aminoacidos da protease, sendo esta pose de maior energia (DS = -7.89)
(Figura 14 — A) e na segunda pose, apenas o acido borénico realiza interag6es de hidrogénio com os
residuos de aminoacidos e o0 grupo nitro mantem-se exposto ao solvente (DS = -7.83). Em ambas as
poses, as hidroxilas dos &cidos bor6nicos conseguem realizar interagdes de hidrogénio com a cadeia
lateral das treoninas (Thr-25 e Thr-190) em duas regifes opostas da protease (Figura 14). Os acidos
bordnicos sao relatados por formarem interagBes do tipo covalente reversivel com treoninas,
mecanismo pelo qual o farmaco Bortezomib® atua. Uma hipotese é que esse tipo de interagcdo
covalente reversivel pudesse ser formada entre o acido borénico e uma das treoninas do sitio
catalitico de 3CLP©, Desta forma, acredita-se que sejam interacfes fundamentais que devem ser
preservadas nos derivados de acidos borénicos.

Em ambas as poses oxigénio das carbonila de um dos grupos amida participa de interactes
de hidrogénio com os residuos de acido glutdmico (Glu-166). Por fim, na pose representada em
Figura 17 — B, observa-se a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio entre o outro oxigénio do grupo
amida e um residuo de glicina (Gly-143) e interagbes do tipo T staking e cation- entre o anel

benzénico central da estrutura quimica e a histidina catalitica (His-41).
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Figura 14. Docking da molécula FL-166 na protease principal de SARS-CoV-2. Os tracejados em amarelo representam as
interagdes entre os grupos quimicos e os residuso de aminoacidos. A) Pose de melhor energia obtida (DS = -7.89). B) Pose da
segunda melhor energia obtida (DS = -7.83). C) Sobreposic¢éo entre as poses.

an
192

N B~/

@ Charged (negative) Polar Distance — Satbridge
@ Charged (posttive) @  Unspecified residue +  Hbond Solvent exposure
Gyane Water —  Metal coordination
Hydrophobic Hydration site e Pi-Pi stacking
& Metal X Hydration ste (dspiaced) —e Pi-cation

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nos resultados preliminares obtidos no experimento de modelagem molecular,
modificacdes estruturais foram propostas tendo a molécula FL-166 como protétipo, com objetivo de
planejar novos derivados contendo a fungéo &cido bordnico em sua estrutura (Figura 15).

Figura 15. Modificag8es estruturais propostas no prot6tipo FL-166.
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Com base na estratégia de simplificacdo molecular, o objetivo foi gerar moléculas de menor

peso molecular, considerando os derivados de amidas e ésteres como possiveis fragmentos para o
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reconhecimento do sitio ativo de 3CLP™ tendo como base os resultados obtidos no estudo de Bacha e
colaboradores (2004). Além disso, o grupamento amida do prototipo também foi substituido pelos
grupos N-acil hidrazona e carbonila alfa-beta insaturada (chalconas), estruturas muito exploradas em
moléculas ndo peptidicas como inibidoras de cisteino proteases, como por exemplo a cisteino
protease de Trypanosoma cruzi (cruzaina) (Oliveira et al., 2022; Mahapatra et al., 2015), Leishmania
infantum (cisteina proteinase B — CPB) (Clementino et al., 2021; Mahapatra et al., 2015) e de
Plasmodium falciparum (falcipaina) (Li Qin et al., 2020). Além disso, as carbonilas alfa-beta
insaturadas foram relatadas em um estudo anterior por sua capacidade de inibicdo frente a protease
principal de SARS-CoV, em diferentes chalconas de produtos naturais, com valores de ICso entre 10
até 50 uM (Park et al., 2016). Em um estudo recente, Alaaeldin e colaboradores (2022) planejaram e
sintetizaram um composto hibrido de ciprofloxacino com uma chalcona, com valor de ICso de 0,6 uM
frente a 3CLP° de SARS-CoV-2 (Alaaeldin et al., 2022).

O anel benzénico (destacado em rosa — Figura 15), teve como substituintes propostos
inicialmente os anéis fenol e anilina, explorando a substituicdo desses grupos na posi¢do meta e para
do anel benzénico. O objetivo era fazer com que esses compostos fossem capazes de formar uma
interacao de hidrogénio com o residuo de &cido glutamico (Glu-166), da mesma forma que o prot6tipo
FL-166 realiza. Esses grupos também foram explorados do ponto de vista sintético por permitirem um
ponto de funcionalizag&o adicional na molécula, permitindo otimiza¢fes futuras.

Foram propostos derivados com e sem 0 grupo nitro na estrutura com o objetivo de avaliar a
real importancia desse grupo na atividade de inibicdo da protease, considerando que o0s
nitroarométicos podem induzir efeitos de genotoxicidade/mutegenicidade.

O acido borénico foi mantido na mesma posicdo que a do protétipo FL-166 e explorado
apenas como um Unico grupo, com o objetivo de avaliar a necessidade de se manter os dois grupos.
Como relatado anteriormente por Bacha e colaboradores (2004), as moléculas menores nao
apresentaram valores de Ki tdo expressivos, porém, identificar esses fragmentos pode ser uma
estratégia interessante para futuras otimizacdes. Por fim, avaliou-se por meio do docking molecular
se 0 &cido boronico dos derivados propostos seriam capazes de realizar interacdes com as treoninas,

assim como o prototipo FL-166.

Docking molecular das estruturas planejadas

A partir da estrutura geral do protétipo FL-166 foram planejados derivados de ésteres, amidas, N-
acil hidrazonas e chalconas. Realizou-se modificacdes estruturais e substituicdes entre grupos
bioisdsteros visando a identificacdo de novos compostos capazes de inibir a 3CLP° de SARS-CoV-2.
O ancoramento (docking) molecular foi realizado buscando identificar quais possiveis estruturas
seriam mais promissoras frente ao alvo de interesse, apresentando melhor complementaridade com a
estrutura da protease e valores de docking score (DS) similares ou melhores que aquele identificado
para o prototipo. Além disso, buscou-se compreender quais padrdes de interacdo o acido bordnico
apresentaria nesses compostos.

A modelagem molecular é constituida por um conjunto de ferramentas amplamente utilizadas no

planejamento de farmacos com a finalidade de, baseado em um modelo computacional, auxiliar e
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otimizar o processo de desenvolvimento de compostos bioativos através da compreensdo das
possiveis interagdes moleculares com o alvo de interesse (San’tanna, 2009; Barreiro et al., 1997). As
modificacdes buscaram abranger grupos capazes de proporcionar incremento nas interacdes através
da exploracdo de regides do sitio ativo da enzima em estudo. De forma complementar a analise
visual, os valores de DS foram usados para auxiliar na selecdo dos compostos para a etapa de
sintese organica. O DS é funcédo de pontuacdo empirica gerada pelo programa Glide que se relaciona
com a energia livre de interacdo do ligante. Diferentes contribuicdes sédo levadas em consideracéo
para gerar esse valor, como campo de forca (interacdes eletrostaticas e de van der Waals) e
penalidades ou contribuicdes que influenciam na interacdo entre o ligante e a enzima (FRIESNER et
al., 2006). Quanto menor seu valor, entende-se que as intera¢gfes entre determinada pose do ligante

e a enzima estéo sendo mais favorecidas (Friesner et al., 2006).
Avaliacdo do grupo nitro nas estruturas planejadas

Inicialmente o ancoramento molecular foi realizado com o objetivo de avaliar a necessidade da
presenca do grupo nitro nos derivados de amidas, ésteres, N-acil-hidrazonas e chalconas, bem como
as intera¢des que esse grupo estaria realizando com os aminoacidos do sitio ativo da protease. Para
isso, planejou-se pequenas moléculas contendo um anel benzénico, denominado de anel A,
substituido com um acido borénico e um grupo nitro nas mesmas posi¢des do protétipo FL-166. A
outra série de compostos foi desenhada com um atomo de hidrogénio substituido no lugar do grupo
nitro. O outro anel benzénico das estruturas, denominado de anel B, foi avaliado sem nenhuma

substituicdo (Figura 16).

Figura 16. ModificagBes estruturais propostas com base no protétipo FL-166.

Os resultados demonstraram que para os derivados de amida, a presenca do grupo nitro no anel
benzénico foi essencial para que essas pequenas moléculas conseguissem adotar poses similares ao
prototipo FL-166, em que o &cido borbnico consegue realizar pelo menos uma interacdo de
hidrogénio com as treoninas da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26). Porém, o nitro ndo realizou nenhum
tipo de interacdo de hidrogénio, ficando apenas exposto ao solvente (Figura 17). Em contrapartida, a
falta do grupo nitro na estrutura derivada de amida faz com o que o acido borénico adote como pose

preferencial uma interacdo de hidrogénio com uma cisteina (Cys-44) no bolsdo inferior ao da triade
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de treoninas na protease. Destaca-se que em termos de energia, a substituicdo do grupo nitro pelo
atomo de hidrogénio gerou uma diminuicéo no valor de DS de -4,57 para -4,79.

Os derivados contendo grupo éster apresentaram poses e valores de docking score similares aos
derivados de amidas. Os derivados de éster que ndo continham o grupo nitro em suas estruturas
geraram poses muito diversas, diferentes do prototipo FL-166 e sem um padrao definido. Com base
nesses resultados, sugere-se que manter 0 grupo nitro na estrutura desses derivados possa
favorecer melhores poses dentro do sitio ativo da protease, ainda que o grupo nitro ndo realize

nenhum tipo de interacao relevante com nenhum aminoacido.

Figura 17. A) Imagem 3D das interac¢des entre o derivado de amida contendo o grupo nitro substituido no anel benzénico. B)
Imagem 2D demonstrando as interagdes que esse composto realizada com o sitio da protease, sendo essas: ligagéo de
hidrogénio (setas em roxo) com os residuos de aminoacidos Thr-26, Cys-145, Gly-145 e interagdes do tipo -1 stacking e
cation-1 (setas em verde e vermelho) entre o anel benzénico A e a histidina (Hip).
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Quanto aos derivados da série das N-acil-hidrazonas, a presenca do grupo nitro nas estruturas
fez com que a incidéncia de poses permanecesse constante, normalmente com o &cido bordnico no
anel benzénico A fazendo pelo menos uma interagdo de hidrogénio com uma das treoninas da triade
(Thr-24, Thr-25 e Thr-26). Os derivados sem 0 grupo nitro na estrutura também foram capazes de
apresentar poses muito semelhantes ao do protétipo FL-166. Em relacdo a energia, a substituicdo do
grupo nitro pelo atomo de hidrogénio nessa série de compostos gerou uma diminuicéo no valor de DS
de -2,93 para -3,47. A sobreposicdo entre os derivados de N-acil-hidrazonas com e sem grupo nitro e
o0 protétipo FL-166 foi realizada (Figura 18). Observa-se que a pose adotada por ambos os compostos
e o FL-166 é bastante semelhante (Figura 18). Por fim, nessa série de derivados, sugere-se que a
presenca do grupo nitro ndo influencia em maiores interacdes com a proteina e nem em melhores

valores de DS.
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Figura 18. Nas figuras A e B foram sobrepostos os derivados de N-acil-hidrazona (moléculas em branco) e FL-166 (molécula
em rosa). A) O derivado de N-acil-hidrazona contendo o grupamento nitro realiza interages de hidrogénio (setas em roxo) com
os residuos de amino&cidos Thr-26 e Gly-143 e interagdes do tipo -1 stacking e cation-1r (setas em verde e vermelho) entre o
anel benzénico A e a histidina (Hip). B) O derivado de N-acil-hidrazinona sem o grupamento nitro realiza duas interacdes de
hidrogénios (setas em roxo) com os residuos de aminoacidos Thr-26.
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Os derivados de chalconas contendo o grupamento nitro foram os que apresentaram o0s
maiores valores de energia, com poses similares ao do protétipo FL-166, em que o acido borénico
realiza duas intera¢fes de hidrogénios com o residuo de Thr-26 da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26).
Apesar disso, as poses preferenciais adotadas por essas moléculas apresentam uma tor¢do dentro
do sitio, que dentro do modelo computacional pode ser permitido, mas sugere-se que a rigidez e a
conformacéo adotada por essas moléculas podem nao favorecer uma boa interagdo com o alvo. Por
fim, os derivados de chalconas que ndo apresentaram o grupamento nitro em suas estruturas, ndo
conseguiram gerar boas poses e realizaram interacdes intermoleculares com outras regifes da
protease. Os estudos de ancoramento molecular seguiram para essa série de compostos, com o
objetivo de identificar modificacdes estruturais que permitissem uma melhor interacdo desse scaffold

com o alvo.

Escolha da posicao dos substituintes no anel benzénico B

Durante a etapa do planejamento das estruturas, objetivou-se explorar o anel benzénico B com
grupamentos que fossem capazes de realizar interagcbes de hidrogénio com a proteina e

principalmente manter a interacdo de hidrogénio que o protétipo FL-166 realiza com o residuo de
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acido glutamico (Glu-166). Com isso, durante essa etapa de ancoramento molecular, explorou-se
grupos mais simples como aminas e hidroxilas, para posteriormente identificar possibilidades de
trocas bioisostéricas. Por fim, avaliou-se por meio do estudo computacional qual posicdo de
substituicdo no anel benzénico B seria mais promissora para melhor definicdo dos compostos a

serem sintetizados (Figura 19).

Figura 19. Modificagdes estruturais propostas com base no protétipo FL-166.

R
e Ol
B
HO |g’ R,
R,, R; = OH, NH,

R1

R, = H, NO,

Para os derivados do grupo amida, investigou-se tanto a substituicdo com grupo nitro e sem nitro,
uma vez que os resultados do estudo computacional anterior demonstraram que ao manter esse
grupo, as moléculas apresentarem melhores poses dentro do sitio ativo. De maneira geral, a
substituicdo do anel benzénico B com os grupos hidroxila ou amina, nas posi¢cdes orto ou para,
resultou em interacdes de hidrogénio com o residuo de Glu-166 (Figura 20). Para os derivados do
grupo éster, investigou-se os derivados apenas com grupo nitro, uma vez que apresentaram um
melhor resultado no estudo de ancoramento anterior. Assim como as amidas, a substituicdo do anel
benzénico B com os grupos hidroxila ou amina, nas posi¢cdes meta ou para, resultou em interacfes
de hidrogénio com o residuo de Glu-166. Considerando os derivados de amidas e ésteres, 0 modelo
computacional demonstrou que a substituicdo dos grupos OH e NH2 em ambas as posi¢des (meta ou
para), fez com que as estruturas quimicas apresentassem um comportamento similar dentro do sitio

ativo da protease.
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Figura 20. Sobreposicéo entre os derivados de amidas e 3CLP™ no sitio de SARS-CoV-2. A molécula em verde possui o grupo

hidroxila substituido na posic&o meta do anel benzénico com uma distancia de 2,64 A (em roxo) do residuo de Glu-166 e DS =

-5,83. A molécula em rosa possui 0 grupo hidroxila substituido na posicdo para do anel benzénico com uma distancia de 2,84 A
(em roxo) do residuo de Glu-166 e DS =-5,14.

Quanto aos derivados de N-acil-hidrazona, foram selecionados os compostos com e sem grupo
nitro em sua estrutura. As moléculas com grupo nitro substituido no anel benzénico A, apresentaram
uma melhor pose e valor DS quando os grupos OH e NH: foram substituidos em para no anel
benzénico B (Figura 21 — B). Quando esses grupos foram substituidos na posicdo meta, adquiriram
poses muito diferentes do protétipo FL-166 e sugere-se que nesse caso, substituir os grupos nessa
posicéo pode néo ser tdo efetivo quanto substituir os grupos OH e NH2 na posicdo para do anel.

Nos derivados de N-acil-hidrazona que ndo possuiam 0 grupo nitro em sua estrutura, a
substituicdo do grupo OH levou a obtencdo poses muito varidveis dependendo do seu padrdo de
substituicdo. Na posicdo meta, o grupo OH foi mais efetivo em realizar interacdes com o residuo de
Glu-166, do que quando substituido em para (Figura 21 — A). O grupo NHz, tanto nas posi¢cdes meta e
para, apresentou uma tendéncia de ndo realizar uma interacdo com o residuo de Glu-166, mas,

acessar outra regido da protease e realizar uma interagdo com o residuo de Thr-190 (Figura 21 — A).
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Figura 21 Sobreposigao entre os derivados de N-acil-hidrazonas e 3CLP™ no sitio de SARS-CoV-2. A) A molécula em verde
possui o grupo hidroxila na posigdo meta do anel benzénico e realiza uma interacdo de hidrogénio com o residuo de Glu-166.
A molécula em rosa possui 0 grupo amino na posicao para do anel benzénico e realiza uma interagéo de hidrogénio com o
residuo de Thr-190. B) A molécula em verde possui 0 grupo amina na posigao para, que nao realiza intera¢des efetivas com
nenhum amino&cido da protease. A molécula em rosa possui o grupo hidroxila na posi¢éo para que realiza uma interacédo de
hidrogénio com o residuo de Glu-166.

Quanto aos derivados de chalconas foram selecionados 0os compostos com e sem grupo nitro em
sua estrutura. De maneira geral, a presenca do grupo nitro nessas estruturas teve um perfil muito
semelhante ao das estruturas sem nitro, tanto em relacao as poses adotadas quanto em relagdo ao
valor de DS. Justamente por isso, sugere-se que para essa série de compostos seja mais vantajoso
explorar uma maior quantidade de derivados sem a presenca do grupo nitro, uma vez que as
chalconas apresentam grande reatividade por serem aceptoras de Michael.

Quanto as posicbes meta e para do anel benzénico B, o grupo OH na posi¢cdo meta levou a pose
de melhor energia da série DS = -6,22, sendo que a interacdo com o residuo de Glu-166 é feita pelo
oxigénio da cabonila similar ao que o ocorre com a molécula do protétipo FL-166 (Figura 22). A
hidroxila faz uma interacdo de hidrogénio com um residuo de fenilalalina (Phe-140 (Figura 22).
Quando substituida na posicao para do anel, suas poses se assemelham ao do outro derivado,
porém, o acido borbnico ndo é capaz de realizar intera¢cdes de hidrogénio com os residuos de
treonina da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26). As poses geradas para os derivados das chalconas,
apesar dos valores de energia e boas interacdes com os aminoacidos do sitio, precisam ser olhadas
com cuidado, uma vez que essa pose e orientacdo sugerida pode ndo ser adquirida pela molécula
fora do modelo computacional. Os derivados substituidos com o grupo amina apresentaram poses

muito distintas do prot6tipo e que, portanto, ndo puderam ser comparadas.
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Figura 22. A) Sobreposicéo entre os derivados de cetonas alfa-beta insaturadas e 3CLP™ no sitio de SARS-CoV-2. A molécula
em verde possui o grupo hidroxila na posicdo meta e a molécula rosa possui o grupo hidroxila na posi¢éo para. Em ambas as
estruturas, os grupos hidroxila apresentaram uma tendéncia de realizar uma interagéo de hidrogénio com o residuo de Phe-140
e 0 oxigénio das carbonilas uma interagao de hidrogénio com o residuo de &cido glutamico (Glu-166). B) Figura 2D mostrando
as interagdes entre o derivado de cetona alfa-beta insaturada com hidroxila na posi¢cdo meta do anel benzénico (DS = 6,22).

Avaliacéo das estruturas planejadas frente a 3CLP"° de SARS-CoV-2

A realizacdo do estudo in silico foi fundamental para selecdo dos compostos a serem
sintetizados. Com base nos resultados do estudo computacional, foram planejados derivados de
amida com e sem grupo nitro substituido no anel A. Para os derivados de ésteres, selecionou-se
apenas derivados com o grupo nitro substituido. Quanto o anel benzénico B, o estudo computacional
demonstrou que a substituicdo de grupos como hidroxilas e aminas foram eficientes em realizar uma
interacao de hidrogénio com residuo de Glu-166 tanto na posi¢do meta quanto na posicdo para. Com
0 objetivo de reduzir o nimero de compostos a serem sintetizados, selecionou-se a sintese dos
derivados na posicdo meta como ponto de partida. Esses compostos seriam primeiramente
ensaiados nos estudos enziméticos e posteriormente avaliaria-se a necessidade da sintese dos
derivados substituidos na posi¢&o para.

Quanto as chalconas, optou-se por explorar uma pequena série de derivados contendo o grupo
nitro no anel benzénico. Essa escolha foi motivada pela preocupagdo com a toxicidade que os
compostos finais poderiam apresentar considerando combinacéo da reatividade do grupo aceptor de
Michael das chalconas e do grupo nitro do anel aromatico.

Para as N-acil-hidrazonas, o estudo computacional demonstrou que a presenca do grupo hitro
nao resultou em nenhum fator diferencial ou contribuicdo efetiva de melhores poses e valores de DS.
Com isso, preferiu-se explorar majoritariamente derivados sem o grupo nitro. Quanto a substituicdo
de grupos no anel benzénico B, com base nos estudos computacionais priorizou-se a sintese de
derivados na posicdo meta do anel B nas chalconas e as posi¢cdes tanto em meta quanto em para
nos derivados de N-acil-hidrazonas.

Por fim, explorou-se substituicdes bioisostéricas dos grupos hidroxila e amina por halogénios e
metoxila. Com isso, chegou-se ao total de 40 estruturas planejadas (Figura 23), que seriam

posteriormente sintetizadas.
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Figura 23. Moléculas inicias planejadas para sintese.
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Os compostos planejados que apresentaram melhor relacdo entre pose e DS foram os
derivados do grupo amida que por serem moléculas pequenas ocupam a regido da protease préxima
a cisteina catalitica (Cys-145) e conseguem na maior parte das poses fazer uma ou duas interacdes
de hidrogénio com as treoninas da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26). Dependendo do substituinte,
como por exemplo, na presenca do grupo amino substituido na posi¢do meta do anel benzénico B, a
molécula adota uma pose em que o acido borénico realiza duas interacdes de hidrogénio com a Thr-
190 (Figura 24). Apesar de serem moléculas pequenas e simples estruturalmente, o estudo in silico
demonstrou grande similaridade entre elas e o prototipo FL-166, o que pode vir a ser uma série

interessante para posterior otimizacado.
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Figura 24. Figura 3D do docking molecular de derivados da série das amidas sobrepostos com o prototipo FL-166. A) A
substituicdo do anel B com o grupo amina faz com que o derivado de amida adote como pose preferencial a interacéo de
hidrogénio entre o &cido borénico e o residuo de treonina (THR-190). B) A substituicdo do anel B com um grupo hidroxila faz
com que o derivado de amida realize uma interagao de hidrogénio entre a hidroxila com um residuo de &cido glutamico (Glu-
166) e uma interagdo de hidrogénio entre o &cido borénico a treonina da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26).

Em termos espaciais, os derivados da série das N-acil-hidrazonas sdo as moléculas de maior
tamanho, contendo quatro atomos separando os anéis A e B; seguido das chalconas com trés
atomos separando os anéis A e B e por fim, as amidas e ésteres com tamanhos similares. A rigidez
pela presenca das liga¢des duplas no caso das chalconas e N-acil-hidrazonas fizeram as moléculas
adquirirem poses pouco favoraveis dentro do sitio ativo. Apesar disso, alguns derivados
apresentaram uma boa complementariedade com a regido catalitica da protease, principalmente os
derivados de N-acil-hidrazonas. Em grande parte das poses observadas, os acidos bordnicos
presentes nessas estruturas conseguiram realizar pelo menos uma interacdo de hidrogénio com os
residuos de treoninas da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26). Também foi possivel observar poses em

gue o acido bordnico realizava preferencialmente interagdes de hidrogénio com a Thr-190 (Figura 25).
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Por fim, a série dos derivados de N-acil-hidrazona apresentou resultados interessantes no estudo
computacional, com poses semelhantes ao do protétipo FL-166. Essa série foi selecionada para
sintese com uma maior variagdo dos substituintes com o objetivo de explorar esses derivados no

estudo de avaliagcdo enzimatica em sua totalidade.

Figura 25. Figura 3D do docking molecular de derivados da série das N-acil-hidrazonas sobrepostos com o protétipo FL-166.
A) A substituicdo do anel B com o grupo metoxila faz com que o derivado de N-acil-hidrazona adote como pose preferencial a
interagao de hidrogénio entre o acido borénico e o residuo de treonina (Thr-190). B) A substituicdo do anel B com um grupo
hidroxila faz com que o derivado de N-acil-hidrazona realize uma interacéo de hidrogénio entre a hidroxila com um residuo de
acido glutamico (Glu-166) e uma interagao de hidrogénio entre o &cido borénico a treonina da triade (Thr-24, Thr-25 e Thr-26).

THR-190

s IS

9

\

Os experimentos de modelagem computacional auxiliaram na escolha das moléculas a serem
sintetizadas e foram essenciais para compreender como essas moléculas poderiam se comportar
dentro do sitio ativo, se seriam capazes de adotar poses semelhantes ao do protétipo FL-166 e quais
séries poderiam ser melhor exploradas no estudo de inibicdo enzimatico. Apds o resultado da
atividade inibitéria dessa série de compostos, as moléculas mais promissoras seriam novamente
avaliadas em estudos in silico com o objetivo de propor otimizacdes estruturais e definir novos

compostos a serem sintetizados.



37

4.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS FINAIS

Todos os espectros de RMN de 'H, DEPT-Q, bidimensionais (HSQC e HMBC) dos compostos

sintetizados foram inseridos na secéo Apéndice deste trabalho.

4.2.1 Sintese e caracterizag@o dos compostos finais derivados de amida e ésteres

Os compostos (6 - 11) apresentaram etapas sintéticas semelhantes para formacdo da funcéo
amida em suas estruturas. Essas moléculas foram sintetizadas com o uso de EDC como agente
acoplante, HOBt, DIPEA como base e em meio de DMF anidro. Além da efetividade em formar a
ligacdo amida, esse agente acoplante forma um subproduto derivado de uréia sollvel em agua, que é
facilmente eliminado na etapa de extracéo liquido/liquido (Montalbetti, Falque; 2005). A adicdo de
HOBt atua como um catalisador da reacdo através de seu comportamento como nucledfilio frente ao
intermediério O-acilisouréia (etapa rapida), contribuindo por prevenir reacbes paralelas como o
rearranjo intramolecular (etapa lenta) que leva a formagdo de um intermediario ndo reativo (N-
aciluréia) (Figura 26). Além disso, leva a formagdo de um intermediério de éster, ligacéo clivada na

Ultima etapa para formacao da ligagdo N-C.

Figura 26. Mecanismo de formacédo de amida com uso de agente acoplante (EDC).
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Fonte: Adaptado de Montalbetti, Falque; 2005.

Formagdo de amida

O composto (13), a estrutura quimica do protétipo desse trabalho FL-166, foi sintetizado com
objetivo de avaliar sua atividade inibitéria frente a protease principal de SARS-CoV-2, uma vez que
esse composto havia sido testado apenas frente a 3CLP© de SARS-CoV. Sua sintese, diferente dos
outros derivados de amida, se deu por meio do uso de cloreto de oxalila. Essa metodologia foi
baseada na relatada por Bacha e colaboradores (2004). O uso de cloreto de oxalila para obtencdo
desse composto € mais adequado, uma vez que o objetivo foi a formacao de dois grupos amida

simultaneamente. O reagente p-fenilenodiamino (12) foi adicionado como limitante e o reagente
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acido 3-nitro-5-borénico benzéico (2), juntamente com o cloreto de oxalila, adicionado em excesso.
Com isso, em uma Unica etapa, foi possivel a obtengcdo do produto desejado (13). Os outros
compostos derivados de amida nesse trabalho, que foram sintetizados com o uso de agente
acoplante, podem também ser sintetizados por meio do uso de cloreto de oxalila. Mas, devido a
toxicidade desse reagente, optou-se por dar continuidade as sinteses sem o0 seu uso. Os
compostos (17), (18) e (19), derivados de ésteres, seguiram a mesma metodologia descrita para a
obtencdo do composto (13). A escolha dessa metodologia foi baseada na relatada por Bacha e
colaboradores (2004).

O cloreto de oxalila na primeira etapa dessa reacao (Figura 27) é ativado com o uso de DMF,
gue atua como catalisador nessa reacdo. O intermediario formado entre o cloreto de oxalila e DMF
€ posteriormente atacado pelo par de elétrons do oxigénio da hidroxila do &cido, o que leva a
liberacdo do &nion cloreto e a formacdo de &cido cloridrico no meio (Figura 27). O anion cloreto
realiza um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do intermediario de éster, levando a formacéo
do cloreto de acila (Figura 27). Por fim, o cloreto de acila é atacado por um grupo nucleofilico,
podendo ser os derivados de alcoois ou fendis por meio dos pares de elétrons livres da hidroxila ou

os derivados de aminas por meio dos pares de elétrons livres do nitrogénio (Figura 27).

Figura 27. Mecanismo de formagao dos derivados de ésteres e amida (FL-166).

Cloreto de oxalila /

£ e o

R™Cl RO e

Cloreto de acila

& cl, 0 0

——— R —»
R74°Cl R” ~O” R)LO’R

HO—R Formagéo de éster

CJOL Cl, O; 0
E— N'R E— )L R

R7; Cl R
H RN
. R
H2N Formacgao de amida

Fonte: Adaptado de Montalbetti, Falque; 2005.

ApOs sintetizados, os compostos (6 — 11), (13), (17), (18) e (19) foram purificados e
caracterizados. As moléculas derivadas de amidas foram purificadas por cromatografia em coluna,

com uso de acetato de etila:hexano como fase mével. A proporcdo da fase mével foi definida para
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cada molécula, mas de maneia geral, a tendéncia foi o uso de fases mais polares, normalmente
(6:4) acetato:hexano ou (7:3) acetato hexano. As moléculas derivadas de ésteres foram purificadas
com o uso do Biotage® IsoleraTM, utilizando a coluna Biotage® SNAP ULTRA 10g (HP-Sphere 25
pMm), por um método isocratico, usando como fase mével acetato de etila e hexano, com excecao
do composto (19) que teve como fase moével 100% CH:2Cl.. Os rendimentos dessas moléculas
foram em torno de 10-15%. Ao fazer o acompanhamento da reacdo por CCD, observou-se a
formacéo de subprodutos e ainda a presenca do reagente limitante, mesmo apés 24 h de reacao.
Com isso, justifica-se que apesar das metodologias utilizadas serem eficientes para obtencéo dos
produtos desejados, estas poderiam ser otimizadas para obter melhores rendimentos. Como esses
derivados foram obtidos em uma Unica etapa sintética, o baixo rendimento das reacdes nédo
prejudicou a obtenc¢éo, caracterizacédo e avaliagdo dos compostos.

A elucidacdo estrutural dos compostos foi realizada por meio de RMN de 'H, DEPT-Q e
bidimensionais (HSQC e HMBC). As andlises foram organizadas em forma de tabela (Tabela 1, 2, 3
e 4). Como a série dos derivados de amida e ésteres apresenta grande semelhanca quanto a seus
sinais caracteristicos de hidrogénio e carbono, os sinais ndo serdo discutidos para cada molécula,
mas sim, de maneira geral destacando apenas as maiores diferencas observadas entre as
estruturas.

Para os derivados dos grupos amida (Tabela 1 e 2), o hidrogénio do grupo amida na posicao
10 apresentou um deslocamento quimico entre 9-10 ppm, sendo um simpleto com integracdo para
1H. Os hidrogénios do &cido bordnico na posi¢do 3 e 4, apresentam um deslocamento quimico
normalmente em 8 ppm, com variacbes dependendo das substituicbes das moléculas. Esse sinal
aparece como um simpleto integrando para 2H. No caso do composto (8) nado foi possivel detectar
o sinal das hidroxilas do acido borbnico no espectro, 0 que pode ser justificado pela troca entre
deutério e hidrogénios das hidroxilas. Os hidrogénios dos grupos hidroxila e amina nas posi¢fes 15,
apresentaram um deslocamento quimico de 10 e 4-5 ppm respectivamente, sendo um simpleto em
ambos os casos com integracdo de 1H e 2H, respectivamente. Para os derivados de amida sem o
grupo nitro substituido, o hidrogénio na posicdo 1 do sistema aromético apresentou um
deslocamento quimico na ordem de 8,20 ppm, sendo um simpleto com integracdo para 1H. Os
hidrogénios aromaticos na posicdo 5, 6, e 7 apresentaram deslocamentos quimicos bastante
similares, a exemplo do composto (6) em que o hidrogénio da posi¢céo 5 apresentou deslocamento
em 7,92 ppm, sendo um dupleto com constante de acoplamento J = 7,6 Hz, indicando acoplamento
orto e integracdo para 1H. O hidrogénio da posicdo 6 apresentou deslocamento em 7,48 ppm,
sendo um tripleto, com J = 7,6 Hz, indicando acoplamento orto e integragéo para 1H. O hidrogénio
da posicdo 7 apresentou deslocamento em 7,67 ppm, sendo um dupleto, com J = 7,7 Hz e
integracdo para 2H. Nesse caso, o sinal foi equivalente ao do hidrogénio na posi¢cao 11 do outro
sistema aromético. Por fim, o sistema aromético em que h& a substituicdo do grupo hidroxila ou
amina varia muito em relacdo aos deslocamentos quimicos e multiplicidade em cada molécula.
Quanto a substituicdo do grupo nitro no anel aromatico, os compostos (9), (10) e (11) também
apresentaram similaridade quanto aos sinais caracteristicos. Os hidrogénios da posi¢cdo 5 e 7

apresentaram deslocamentos entre 8,80-8,70 ppm, com multiplicidade variando entre multipletos e
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simpleto. A presenca do grupo nitro tornou o hidrogénio da posicdo 1 mais desblindado em relacéo
aos derivados que ndo possuem o nitro, apresentando deslocamento na ordem de 8,70 ppm. O
composto (11) apresentou como sinal do hidrogénio aromatico na posi¢ao 16, um deslocamento de
5,22 ppm, sendo um simpleto com integragéo para 1H. Apesar desse deslocamento ndo ser comum
para esse tipo de grupo quimico, o experimento de HMBC demonstrou que os hidrogénios do grupo
amina (H15) sao capazes de acoplar com carbono aromatico (C16) em J2. O H16 também foi capaz
de acoplar com o carbono da posicao 14 (C14) em Jsz. Com isso, sugere-se que esse sinal de

deslocamento 5,22 ppm seja proveniente do hidrogénio da posicdo 16.
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O composto (13), FL-166, apresentou sinais similares aos outros derivados de amida, mas
com excecado de que essa estrutura quimica é simétrica e por conta disso o espectro de hidrogénio
e carbono apresentam uma quantidade menor de sinais, com valores de integra¢éo dobrados uma
vez que os hidrogénios e carbonos sdo equivalentes. Os hidrogénios caracteristicos dos acidos
bordnicos apresentaram deslocamento quimico em 8,69 ppm, sendo um simpleto integrando para
4H. Os hidrogénios caracteristicos do grupo amida apresentaram deslocamento quimico em 10,64
ppm, sendo um simpleto com integracdo para 2H. Os hidrogénios dos sistemas aromaticos
apresentaram deslocamentos quimicos em 8,82, 8,80, 8,77 e 7,80 ppm, com integracdes para 2H,
2H, 2H e 4H, respectivamente. Os sinais obtidos para esse composto sdo coerentes com o da
literatura. Além disso, a faixa de fusdo obtida para esse composto foi coincidente com o da

literatura (254 — 256 °C) (Bacha et al., 2004) o que sugere a obtencdo do composto desejado.

Tabela 3. Caracterizagéo estrutural de (13) por RMN de *H, DEPT-Q, HSQC e HMBC em DMSO-ds.

NO,

(13)
Posicéo 6n (ppm) &¢c (ppm)
1e20 8,77 (s, 2H) 140,07
2e?1 - 136,21
3,4e22e23 8,69 (s, 4H) -
5e24 8,80 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 2H) 130,68
6e25 - 147,93
7e?26 8,82 (m, 2H) 124,27
8el9 - 139,86
9e18 - 164,14
10e 17 10,64 (s, 2H)
1ll1e 14 - 135,38
12 e 13 7,80 (s, 4H) 120,64

Quanto aos derivados de ésteres, os compostos (17), (18) e (19) apresentaram sinais
caracteristicos semelhantes (Tabela 4), com os hidrogénios aromaticos nas posi¢des 1, 5 e 7 tendo
deslocamentos quimicos na faixa de 8,79-8,81; 8,59-8,61 e 8,54-8,55 ppm, respectivamente. O
hidrogénio na posicdo 1 no composto (17) foi caracterizado como um multipleto e nos compostos (5)
e (7) como um tripleto, com J = 2.0 Hz em ambos os casos, indicando acoplamento meta. Os

hidrogénios da posicdo 5 e 7 (H5 e H7) foram caracterizados como multipletos, esses sinais
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apresentaram grande similaridade nos trés espectros e nos experimentos de acoplamento a longa
distancia foram capazes de acoplar em Jz com o carbono da posi¢édo 1 e vice-versa. Além disso, o H5
foi capaz de acoplar em J2 com o carbono da posicédo 2 e o H7 foi capaz de acoplar em Js com o
carbono da posigdo 9. Para as trés moléculas ndo foi possivel detectar o sinal caracteristico dos
acidos borodnicos. Quanto aos hidrogénios do anel aromatico B, seus sinais apresentaram variacdes
de acordo com a substituicdo. A exemplo do composto (19), o H11 apresentou deslocamento quimico
em 7,81 ppm, sendo um duplo dupleto com J = 8.8 e 2.7 Hz, indicando acoplamento em orto e meta.
O H12 apresentou deslocamento quimico em 7,95 ppm sendo um dupleto com J = 8.8 Hz, indicando
acoplamento em orto. O H15 apresentou deslocamento quimico em 8,28 ppm com J = 2.7 Hz
indicando acoplamento em meta. O efeito da substituicdo do atomo de cloro na posi¢cdo para em
relacdo ao grupo éster faz com que o C10 seja mais desblindado em relacdo aos outros carbonos
dessa posicdo, nas outras moléculas.
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4.2.2 Sintese e caracterizacdo dos compostos finais derivados de chalconas

As chalconas foram sintetizadas nesse trabalho por meio da condensacéo de Claisen-Schmidt,
com o uso de derivados de acetofenona e de benzaldeido, em meio etandlico basico. Apesar de
diferentes metodologias serem possiveis para a sintese do nudcleo das chalconas, como os
acoplamentos de Heck e Suzuki-Miyaura, Sonogashira, entre outras (Rammohan et al., 2020), a
escolha da metodologia classica da condensacdo de Claisen-Schmidt nesse trabalho é mais
adequada uma vez que os compostos sdo funcionalizados com éacidos bor6nicos e as reagdes de
acoplamento cruzado poderiam levar a reacdes paralelas e produtos bi-funcionalizados. Além disso, é
uma metodologia simples, que nado faz uso de catalisadores, ndo necessita de altas temperaturas e
utiliza um solvente limpo. O mecanismo de condensacdo de Claisen-Schimidt catalisada por base, a
primeira etapa (Figura 28 — a) consiste na remog¢éo do hidrogénio 4cido do derivado de cetona («-
carbonila) pela base, resultando na formacdo do &nion enolato. O &nion enolato realiza um ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico (sp2) do aldeido, levando a forma¢éo de um anion alcéxido, que
abstrai um proton da dgua do meio e se mantém na forma protonada (enol). A Ultima etapa (Figura 28
— b), se trata de uma reac¢do de eliminacdo do tipo Elcb por meio do &nion hidroxila, que abstrai o
hidrogénio alfa-carbonila levando a formac&o do carbanion; que em seguida, leva a formagéo de uma
ligagdo 1, que por fim, favorece a saida do grupo hidroxila como grupo abandonador e a formacao da
cetona-alfa-beta insaturada (Alvarez, et al. 2019).

Figura 28. Mecanismo de formagéo das chalconas por meio da condensacéo de Claisen-Schimidt catalisada por meio basico.
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Fonte: Adaptado de Alvarez (2019).

Para a sintese das chalconas contendo grupo nitro substituido no anel benzénico A, a reagao
de borilagdo de Miyaura (Ishiyama; Murata; Miyaura, 1995) foi realizada para obtencéo dos derivados
de aldeido contendo &cido bordnico em sua estrutura. Para essa reacao, utilizou-se o reagente de
bromobenzaldeido, excesso do reagente bis(pinacolato)diboro, um éster de pinacol de &cido
dibordnico; um catalisador de paladio Pd(dppf)Cl. e acetato de potassio (KOAc) como base. Um dos
principais pontos para conseguir uma melhor seletividade na reag¢éo de borilagdo de Miyaura e evitar
a formacéo de produtos bi-arilicos derivados da reagdo de Suzuki, € a escolha da base. Para uma
maior seletividade nessa reacao, as bases de Lewis duras como o KOAc ou fendxido de potassio

(KOPh) sédo as mais adequadas para promover uma melhor seletividade (Lennox, Lloyd-Jones, 2014).
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A primeira etapa do mecanismo da borilacdo de Miyaura é a adicdo oxidativa do complexo de
paladio (Pd® ou ") entre a ligagdo sigma C-X (X = Br, | ou Cl) do haleto de arila (Figura 29). Apés a
adicdo oxidativa, a formacdo de um complexo de (acetato)paladio (II) influencia na etapa de
transmetalacdo, sendo esse intermediario mais reativo frente ao reagente de boro do que o complexo
de paladio-halogénio (Figura 29). Com isso, é proposto que a etapa de transmetalacdo ocorre
unicamente por conta da formacdo desse intermediario de alcoxo-paladio (Lennox, Lloyd-Jones,
2014). Na etapa de transmetalacdo ocorre a substituicdo entre um dos atomos de boro do éster de
pinacol de &cido diborbnico pelo halogénio (Figura 29). Na etapa de eliminacéo redutiva, ocorre a

formacao da ligacdo entre o atomo de boro e o carbono da estrutura geral R (Figura 29).

Figura 29. Mecanismo da reacéo de borilagdo de Miyaura. As etapas para obtencdo do composto final consistem em i) adigédo
oxidativa, ii) transmetalc&o e iii) eliminagao redutiva
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Fonte: Adaptado de Lennox, Lloyd-Jones; 2014,

Apéds a reacdo de borilacdo de Miyaura, o intermediario contendo o grupo éster borbnico foi
utilizado na etapa seguinte para sintese da chalcona (40). O meio fortemente basico da reacéo de
Condensacéo de Claisen-Schmidt favoreceu a hidrolise do éster bordnico, levando a obtengédo do
produto em sua forma de acido borénico.

O meio reacional, apos finalizar o tempo da reacdao, teve seu pH acidificado com uso de HCI
diluido e adicéo de gelo para precipitagdo das chalconas. Apos a obtencéo do sélido proveniente da
precipitacdo, o mesmo foi lavado com &agua gelada e levado para secar em dessecador. A
precipitacdo ndo levou a obtencdo dos compostos finais puros e todos os derivados de chalconas
precisaram passar por purificacdo por meio de coluna de bancada. Os rendimentos ap6s a
purificagdo foram variados, sendo que as chalconas com 0s menores rendimentos foram as que néo
possuiam nenhum grupo substituido no anel benzénico B e as substituidas com um atomo de bromo
no anel benzénico B. Para esses casos, os rendimentos foram em média de 15-20%. Uma hipotese
para justificar os melhores rendimentos (40-45%) das chalconas substituidas com OCHs, NH2 e OH é
que grupos doadores de densidade eletrénica poderiam favorecer a estabilizacdo do anion enolato,

levando a formacg&o de menos subprodutos.
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A elucidacdo estrutural dos compostos foi realizada por meio de RMN de H, DEPT-Q e
bidimensionais (HSQC e HMBC). As analises foram organizadas em forma de tabela (Tabela 5, 6, 7,
8 e). Como a série dos derivados de chalconas apresenta grande semelhanca quanto a seus sinais
caracteristicos de hidrogénio e carbono, selecionou-se os compostos (40) (Tabela 5), (34) (Tabela 6)
e (36) (Tabela 7) para discutir com mais detalhes sobre cada uma.

A molécula (76) (Tabela 5) é a Unica dos derivados de chalcona que apresenta o grupo nitro
em sua estrutura. Os sinais caracteristicos que comprovam a obtencao do derivado de cetona-alfa
beta insaturada sdo os hidrogénios nas posicdes 9 e 10, com sinais caracteristicos de 7,79 e 9,75
ppm, dois dupletos com J = 15.7 Hz integrando para 1H cada. Esses sinais sugerem a obtencéo dos
hidrogénios olefinicos vicinais acoplando entre si e o valor de J sugere a configuragdo trans dessa
ligacdo dupla. O experimento de DEPT-Q levou a identificacdo de um carbono quaternéario, em
189,50 ppm, caracteristico da carbonila do grupo cetona-alfa beta insaturada (C11). A identificacédo
das posi¢des dos hidrogénios olefinicos foi definida por meio do experimento de HMBC, indicando a
tendéncia do H13 em acoplar com 0 C10 em J4 e do H1 em acoplar com o C9 em Js. O sinal em 8,64
ppm, um simpleto integrando para 2H, indica as hidroxilas do &cido borénico. A obtencao esse sinal
sugere que de fato, o meio basico durante a reagdo da formacao da chalcona favoreceu a hidrolise do
éster bor6nico. O éster bordnico apresenta como sinal caracteristico um simpleto intenso na regiao de
1,35 ppm, integrando para 12H. No espectro de RMN de 'H da molécula (76) é possivel observar que
nessa regido ndo ha a presenca de nenhum sinal similar ao que caracteriza o éster borénico. O
carbono quaternario C2 normalmente ndo aparece no experimento de DEPT-Q, mas pode ser
identificado por meio do experimento de HMBC em que os hidrogénios H3-4 acoplam com um Unico
sinal na regido de 137 ppm. Os hidrogénios do grupo amina (H15), foram identificados na regido de
5,39 ppm, sendo um simpleto integrando para 2H. Quanto aos hidrogénios aromaticos, o H1 teve
como sinal caracteristico um simpleto na regido de 8,72 ppm, integrando para 1H. Os hidrogénios na
posicdo 5 e 7 apresentaram como sinais caracteristicos um dupleto em 8,61 ppm com J = 2.2 Hz,
integrando para 1H, indicando acoplamento meta; e um simpleto em 8,59 ppm integrando para 1H. O
H13 apresentou como sinal caracteristico um multipleto em 7,27 ppm, integrando para 1H. Os
hidrogénios nas posi¢es 16, 17 e 18 apresentaram como sinais caracteristicos valores na regido de
6,87 ppm, um duplo dupleto com J = 7.9 e 2.3 Hz, indicando acoplamento em orto e meta; 7,23 ppm,
um tripleto com J = 7.9 Hz, indicando acoplamento em orto com dois hidrogénios; e em 7,36 um
multipleto integrando para 1H. Por fim, os carbonos quaternarios, C8 e C12, foram identificados com
auxilio do experimento de HMBC em que os acoplamentos a longa distancia permitiram a
identificacdo dos sinais para o C6, C8, C12 e C14. Os hidrogénios H9 e H10 acoplam em Jz e Js com
o carbono C8; o hidrogénio H17 acopla em Js com o carbono C12 e com o C14; os hidrogénios H1 e

H5 acoplam com o carbono C6 em Js € J2.
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A molécula (34) (Tabela 6) apresentou sinais caracteristicos bastante similares aos ja
discutidos para o composto (40). Algumas diferengas se ddo no anel A, em que a posicdo 6 é
substituida por um hidrogénio ao invés do grupo nitro. Com isso, o H6 apresentou como sinal
caracteristico um deslocamento quimico de 7,44 ppm, um tripleto com J = 7.7 Hz, indicando
acoplamento orto com dois hidrogénios. Os hidrogénios H5 e H7 apresentaram deslocamentos
guimicos em 7,85 ppm, um multipleto integrando para 1H e 7,94 ppm, um dupleto com J = 7.7 Hz,
indicando acoplamento em orto e integracao para 1H. O H9 apresentou um deslocamento quimico
em 7,94, sendo um dupleto com J = 15.7 Hz, novamente indicando a obtencdo da chalcona na
isomeria trans. O H10, o outro hidrogénio da ligacéo dupla trans, coalesceu com um sinal da regido
dos hidrogénios aromaticos e se apresentou como um multipleto em 7,74 ppm, com integracao para
2H. O experimento de DEPT-Q levou a identificacdo de um carbono quaternario, em 188,97 ppm,
caracteristico da carbonila do grupo cetona-alfa beta insaturada (C11). Os hidrogénios aromaticos
do anel B apresentaram um perfil muito similar quanto aos deslocamentos quimicos e multiplicidade
do composto (40) (Tabela 5), ja discutido anteriormente. Os hidrogénios do grupo metoxila (H15)
foram caracterizados como um simpleto em 3,86 ppm, integrando para 3H. Por fim, os carbonos
guaternarios foram caracterizados com auxilio do experimento de HMBC.

Os compostos (35) e (42) (Tabela 6) apresentaram algumas diferengas nos sinais obtidos,
uma vez que o composto (35) é substituido com um halogénio e o composto (42) ndo apresenta o
acido borénico em sua estrutura. Para o composto (35) os hidrogénios da ligacdo dupla nao
puderam ser caracterizados, se encontrando como multipletos em ambos os casos. O experimento
de DEPT-Q levou a identificacdo de um carbono quaternario, em 197,59 ppm, caracteristico da
carbonila do grupo cetona-alfa beta insaturada (C11), o que sugere a formacdo dessa chalcona.
Observa-se que o C11 apresentou o maior deslocamento quimico da série influenciado pelo atomo
de bromo substituido no anel B, um grupo eletronegativo que atua como um fraco desativante do
sistema aromatico. Outro sinal quaternario diferente dos outros compostos foi em &c = 122,17. O
experimento de HMBC auxiliou na elucidacéo desse sinal, indicando se tratar do C14, uma vez que
os hidrogénios H13, H15 e H16 acoplam com esse carbono em Jz, Jz e Js, respectivamente. O valor
obtido para o C14 é inferior ao que normalmente era observado para os outros derivados de
chalconas, o que pode ser justificado pelo fato do bromo apresentar menor eletronegatividade do
gue quando comparado aos elementos oxigénio e nitrogénio. Além disso, sua grande nuvem
eletrbnica polarizavel pode gerar um feito de protecdo ao carbono quaternario em que esta

substituido, tornando-o mais blindado.
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Tabela 7. Caracterizagdo estrutural de (37) e (38) por RMN de 'H, DEPT-Q, HSQC e HMBC em DMSO-d.
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(37) (38)

Posicéo 6n (ppm) Oc (ppm) On (ppm) oc (ppm)
1 8,22 (s, 1H) 134,75 8,10 (s, 1H) 134,08
2 - - - 134,41

3e4 8,21 (s, 2H) - 8,18 (s, 2H) -
5 7,87 (dt,J=75,1.2 136,83 7,83 (dt, J=7.4, 136,17
Hz, 1H) 1.0 Hz, 1H)
6 745 (t, J=75Hz, 1H) 128,11 7,42 (m, 3H) 128,19
7 7,92 (m, 2H) 130,76 7,77 (m, 1H) 130,05
8 - 133,38 - 133,42
9 7,81 (d, J = 15.5 Hz, 145,32 7,48 (d, J =16.0 143,65
1H) Hz, 1H)
10 7,92 (m, 2H) 121,97 7,34 (d,J =16.0 126,12
Hz, 1H)
11 - 192,69 - 191,60
12 - 120,92 - 125,83
13 12,44 (s, 1H) - 3,89 (s, 3H) 56,13
14 - 161,65 - 158,25
15 7,26 (d,J=1.9Hz, 1H) 119,80 7,42 (m, 3H) 130,81
16 - 128,91 - 128,01
17 7,20 (dd, J=8.5,1.9 121,82 7,28 (dd, J =8.1, 123,27
Hz, 1H) 1.8 Hz, 1H)
18 8,07 (d,J=85Hz, 1H) 132,25 7,42 (m, 3H) 115,63
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Quanto as chalconas com o grupo acido bordnico substituido na posicdo para do anel A, seus
sinais caracteristicos também apresentaram grande similaridade quanto aos deslocamentos quimicos
e multiplicidade (Tabela 8 e 9). Comparando as chalconas substituidas com acido borénico em meta
e em para no anel A, também é possivel observar que a maior parte dos sinais foi semelhante e
muitas vezes idénticos, principalmente ao comparar aqueles compostos que apresentavam o mesmo
grupo quimico substituido no anel B.

O composto (31’) (Tabela 7) apresentou na regido dos hidrogénios aromaticos os sinais on =
7,07 e 6,58, dois dupletos com J = 8.5 Hz, integrando pra 2H. Esses sinais indicam que os
hidrogénios estédo acoplando entre si (em orto) e que séo equivalentes, o que justifica um Gnico sinal
com integracdo para 2H. Com isso, sugere-se que esses hidrogénios estdo dispostos em um sistema
aromatico com substituicdo em para, sendo caracterizados nos pares H1 e H7; H2 e H6. As hidroxilas
do é&cido borbnico apresentaram deslocamento quimico em 7,94 ppm, sendo um simpleto com
integracdo para 2H. Os hidrogénios caracteristicos da ligagdo dupla em trans novamente ndo foram
identificados, assim como nos compostos anteriores ja discutidos. A presenca do sinal &c = 199,87,
caracteristico da carbonila alfa-beta insaturada sugere a formacdo da chalcona. O H13 apresentou
um deslocamento quimico de 7,91 ppm, sendo um dupleto com J = 1.6 Hz, indicando acoplamento
em meta. Os H14, H15 e H16 foram caracterizados como um multipleto com integragéo para 4H, com
constante de acoplamento em 7,50 ppm e o H17 foi caracterizado como um multipleto com integracéo
para 2H. Esses hidrogénios aromaticos e os sinais caracteristicos das duplas em trans da chalcona

coalesceram e ndo puderam ser identificados de maneira separada.
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4.2.3 Sintese e caracterizacao dos compostos finais derivados de derivados de N-acil-hidrazonas

Os derivados de N-acil-hidrazona foram sintetizados por meio de uma reacdo de
condensacdo entre um aldeido e derivados e as hidrazidas, em meio de etanol com adicdo de
pequenas quantidades de um &acido fraco, com objetivo de catalisar a reacdo. O mecanismo dessa

reacao foi esquematizado na Figura 30.

Figura 30. Mecanismo geral para formagédo das N-acil-hidrazonas, via catalise acida.
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Fonte: Adaptato de Guimaraes, et al. 2017

O mecanismo da reacdo se inicia com o ataque nucleofilico dos derivados da hidrazida a
carbonila do aldeido, que se torna ativada em meio acido (Figura 30). Com a ligacdo C-N formada, o
nitrogénio com carga positiva tem seu proton abstraido pela base conjugada. Em seguida, o grupo
OH abstrai um préton do meio acidico levando a formacgao de um bom grupo abandonador (H20%). Os
pares de elétrons do nitrogénio formam uma ligagdo 1 (C=N), favorecendo a saida do grupo H20 e
levando a formagé&o do derivado de N-acil-hidrazona (Figura 30).

A sintese da série de derivados de N-acil-hidrazonas apresentou bons rendimentos (em
média 60%) e todos os compostos finais foram obtidos apés adicdo de gelo no meio reacional,
levando a obtencao dos precipitados. ApGs a precipitacdo dos compostos, estes foram avaliados por
meio de CCD utilizando diferentes fases moveis, indicando a formacdo de uma Unica mancha em
todos os casos. A obtencdo de uma Unica mancha na CCD sugere, alinhado com os dados de
caracterizacao estrutural, a obtencdo de apenas um isdmero estrutural. As N-acil-hidrazonas podem
apresentar isomeria E e Z causada pela ligacdo 1 (C=N) e dois isbmeros conformacionais (sin ou
anti) devido a ligagdo sigma (N-N) (Figura 31). Quanto as isomerias, normalmente se observa uma
maior prevaléncia da isomeria E em fung@o da Z para N-acil-hidrazonas provenientes de aldeidos
arométicos, uma vez que essa é termodinamicamente mais favoravel (Palla, et al. 1986; Munir, et al.
2021). Porém, N-acil-hidrazonas com maior prevaléncia da isomeria Z s&o relatados, mas
normalmente apresentam um grupo quimico especifico em sua estrutura com objetivo de favorecer a
isomeria Z, como por exemplo, grupos que levem a formacdo de uma interacdo de hidrogénio
intramolecular com o hidrogénio do nitrogénio ligado a carbonila (Palla, et al. 1986; Socea, et al.
2022). Além disso, a deteccao desses isdbmeros depende do solvente utilizado, sendo que solventes
mais apolares como cloroférmio estabilizam de maneira mais eficiente o isbmero Z (Palla et al., 1986;
Munir et al., 2021). Quanto as conformacdes, considerando a isomeria E sdo possiveis dois
conférmeros: E (C=N)(N-N), sinperiplanar e antiperiplanar (Figura 31). Esses conférmeros
normalmente podem ser detectados por RMN, mas sua conformacdo preferencial depende da

polaridade do solvente, que pode contribuir por estabilizar melhor ou ndo determinada conformacao.
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Normalmente, o uso de solventes polares como dimetilsulféxido (DMSO) favorece a prevaléncia do
conférmero E (C=N)(N-N), sinperiplanar devido a formacéo de interacdes de hidrogénio (Palla et al.,
1986; Munir et al., 2021; Socea et al., 2022).

Figura 31. N-acil-hidrazonas e suas isomerias e conférmeros possiveis.
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A elucidacé@o estrutural dos compostos foi realizada por meio de RMN de 'H, DEPT-Q e
bidimensionais (HSQC e HMBC). As analises foram organizadas em forma de tabela (Tabela 10, 11 e
12). Como a série dos derivados de N-acil-hidrazonas apresenta grande semelhang¢a quanto a seus
sinais caracteristicos de hidrogénio e carbono, selecionou-se os compostos (60) (Tabela 10), (66)
(Tabela 11) e (71) (Tabela 12) para discutir com mais detalhes sobre cada uma.

O composto (60) (Tabela 10) apresentou como sinais caracteristicos do nucleo da hidrazona,
0 hidrogénio na posicdo 10 (H10), com deslocamento quimico de 11,61 ppm, um simpleto integrando
para 1H; o hidrogénio da posicdo 9 (H9), com deslocamento quimico de 8,42 ppm, um simpleto
integrando para 1H e o carbono da posi¢édo 11 (C11), com deslocamento quimico de 162,80. O H10 &
relatado na literatura por apresentar valores de deslocamento quimicos diferentes de acordo com a
isomeria da hidrazona. Com uso de CDClIsz-ds (cloroférmio deuterado), valores em torno de o1 = 14,0
ppm foram relatados para as hidrazonas que apresentam isomeria Z, enquanto que valores em torno
de 61 = 10,4 ppm foram relatados para hidrazonas que apresentam isomeria E. Com o uso de DMSO-
ds apenas o isomero E foi detectado, com H10 apresentando valores em torno de &1 = 11.4 — 11.6.
Os hidrogenios caracteristicos do acido boronico, H3 e H4, foram caracterizados como um simpleto
em 8,19 ppm, com integracdo para 2H. O carbono quaternario C2, ligado diretamente ao grupo acido
bordnico, ndo é detectado no experimento de DEPT-Q. Com auxilio do experimento de HMBC, foi
possivel identificar que o Unico acoplamento a longa distancia que as hidroxilas do acido borénico
fazem é em J2 com um sinal em &: = 134,58. Com isso, justifica-se que esse € o provavel sinal do C2.
O hidrogénio da hidroxila (H17) apresentou como sinal caracteristico um simpleto em 9,76 ppm, com
integracdo para 1H. Quanto aos hidrogénios aromaticos, as posi¢cdes H1, H5, H6 e H7 foram
caracterizados como: um simpleto em 8,12 ppm, integrando para 1H; um dupleto em 7,75 ppm, com J

= 7.5 Hz e integracdo para 1H; um tripleto em 7,43 ppm, com J = 7.5 Hz e integracdo para 1H e um
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dupleto em 7,84 ppm, com J = 7.5 Hz e integracdo para 1H, respectivamente. A constante de
acoplamento obtida para esse sistema aromatico justificam que os hidrogénios acoplam entre si, em
orto. Os hidrogénios do outro sistema aromatico (anel B), H13, H14 e H18 foram caracterizados como
um multipleto em 7,32 ppm, com integrag&o para 3H. O H15 foi caracterizado como um dupleto em
6,98 ppm, com integracdo para 1H. Para comprovacdo das posi¢cdes, bem como a identificacdo dos
carbonos quaternarios, o experimento de HMBC foi utilizado. O H17 acopla em J2 com o carbono em
Oc = 157,31, sugerindo se tratar do C16. Os hidrogenios H13, H14 e H18 acoplam em J2 e J3 com 0
carbono em o¢ = 134,88, sugerindo se tratar do C12. O hidrogénio H6 acopla em Jscom o carbono em
Oc = 133,39, sugerindo se tratar do C8.

O composto (66) (Tabela 11) apresenta sua estrutura quimica muito similar ao do composto
(60), diferenciando-se apenas pela posicdo da substituicdo da hidroxila no anel B. Os sinais do anel
aromatico A apresentaram valores de deslocamento quimico e constantes de acoplamento
praticamente idénticos ao composto (60) e ndo serdo discutidos novamente. Os hidrogénios
caracteristicos do nucleo das hidrazonas, H9 e H10, apresentaram deslocamentos quimicos em On =
8,42 e 11,61 dois simpletos com integracdo para 1H, respectivamente. Os hidrogénios aroméaticos do
anel B foram caracterizados em: H13 e H18, um dupleto com J = 8.8 Hz e integragéo para 2H; H14 e
H16 um dupleto com J = 8.8 Hz e integracéo para 2H. Esses sinais indicam que os hidrogénios estédo
acoplando entre si (em orto) e que sédo equivalentes, o que justifica um (nico sinal com integracéo
para 2H. Esse tipo de sinal é caracteristico dos anéis aromaticos com substituicdo em para. Ao
comparar os compostos (66) e (60), observa-se que o carbono quaternario C12 sofre uma influéncia
quanto a posi¢cdo do grupo substituido no anel aromatico. Nos compostos que apresentam
substituicdo em para, o C12 apresentou deslocamentos quimicos menores do que nos compostos
substituidos em meta. Como se tratam de grupos doadores de densidade eletrdnica por ressonéncia
e um retirante de densidade fraco, mas com uma nuvem eletrénica grande e polarizavel, o C12 sofre
um maior efeito de blindagem na presenca desses grupos quando substituidos em para do que em
meta.

O composto (71) (Tabela 12) foi o Unico dessa série de derivados que apresenta o &cido
borbnico substituido no anel na posi¢do para. Os hidrogénios aromaticos H2 e H6; H1 e H7, foram
caracterizados em: dois dupletos, com deslocamentos quimicos em 7,86 e 7,70 e J = 7.8 Hz, ambos
integrando para 2H. Esse sinal é caracteristico dos hidrogénios aromaticos com substituinte em para
e indicam que estdo acoplando entre si (em orto). Os carbonos quaternérios nas posicdes 8 e 12
apresentaram valores de deslocamento quimicos muito similares o = 135,76 e 133,45
respectivamente, o que demonstra que a falta de substituintes no anel B influencia no efeito de
blindagem no C12, tornando-o menos protegido nesses casos. O experimento de HMBC foi realizado
para comprovacdo das posi¢cBes dos carbonos quaternérios, sendo que os hidrogénios H14 e H16
acoplaram em Js com o sinal &c = 133,45 e os hidrogénios H1 e H7 acoplaram em J2 com o sinal & =
135,76.
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4.3 AVALIAGAO ENZIMATICA DOS COMPOSTOS FRENTE AS PROTEASES DE SARS-COV-2

Os compostos (6) - (11), (17), (18), (19), (29), (31), (31, (33), (33’), (34), (34’) e 0 composto FL-
166 foram avaliados frente as proteases 3CLP©° e PLP© de SARS-CoV-2 em uma concentracdo Unica
de 40 uM. A porcentagem de inibicdo dos compostos foi determinada e nenhum apresentou inibicédo
superior a 50% frente a nenhuma das proteases e por conta disso, 0s ensaios para determinagdo do
valor de ICso ndo foram realizados.

O composto FL-166 ndo se mostrou efetivo frente a protease de SARS-CoV-2. Os autores (Bacha
et al., 2004) apesar de relatarem um potente valor de Ki para essa molécula frente a 3CLP™ de SARS-
CoV, ndo determinaram valores de porcentagem de inibicdo frente a protease, nem valores de ICso
tanto para a protease quanto para o virus. Até o presente momento, nenhum estudo de avalicao
enzimatica frente a SARS-CoV-2 referente ao composto FL-166 ou derivados de borbnicos com
estruturas similares foi publicado.

Diferentes hip6teses séo possiveis para justificar as diferencas observadas para o composto
FL-166 quanto seu potente valor de Ki para 3CLP™ de SARS-CoV e o valor ndo expressivo de inibicdo
da 3CLPr™ de SARS-CoV-2. Uma hipétese é que o FL-166 e derivados desses compostos ndo sejam
efetivos para a protease de SARS-CoV-2, mas, apresentem atividade frente a protease de SARS-
CoV. Porém, é importante ressaltar que as proteases apresentam 96% de similaridade e a regido do
sitio ativo é conservada. A Unica maneira de verificar essa hipdtese seria por meio da comprovacgao
da regido exata e das interagbes com a qual o FL-166 realiza na protease de SARS-CoV por meio de
cristalografia. Além disso, os compostos também poderiam ser avaliados frente a protease principal
de SARS-CoV, com objetivo de determinacédo dos valores de porcentagem de inibicdo, bem como de

ICso0 do prototipo FL-166 e dos derivados sintetizado nesse trabalho.

5. CONCLUSOES

O planejamento estrutural com o uso da estratégia de modelagem molecular levou ao
planejamento de diferentes compostos derivados de acidos borénicos, baseados na estrutura do
protétipo FL-166, inibidor da protease principal de SARS-CoV. Foram sintetizados 38 compostos, que
foram purificados e caracterizados. Os rendimentos variaram de acordo com cada classe de
compostos, sendo a classe de derivados de N-acil-hidrazonas os que apresentaram maior rendimento
médio de 60%. A caracterizacdo estrutural realizada por meio de RMN uni e bidimensional sugere a
obtencao das moléculas, bem como a isomeria E para as chalconas e N-acil-hidrazonas.

Dos compostos sintetizados, 16 foram enviados para avaliacdo enzimética frente as proteases
PLP© e 3CLP° de SARS-CoV-2, incluindo o protétipo FL-166. Os resultados demonstraram que o0s
compostos ndo foram efetivos em promover uma inibicdo superior a 50% do alvo, quando avaliados

em uma concentracdo pontual de 40 pM.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) ou do inglés “head and neck cancer" (HCN), é o sétimo
cancer mais comum do mundo, sendo responsavel por mais de 870.000 novos casos e 440.000
mortes em 2020 (Sung et al., 2021) A incidéncia dos casos desse tipo de cancer estad em ascensao e
estimativas preveem um aumento de 1,08 milhdes de novos casos por ano, até 2030 (Sung et al.,
2021).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer, sdo registrados cerca de 41 mil novos casos
por ano. Apenas em 2019 foram computados 13.189 obtidos no Brasil decorrentes de CCP, sendo
em sua maioria (34%) provenientes de cancer na laringe (C32) (Observatério de Oncologia, 2021).
Entre 2014 e 2018, os dados dos estabelecimentos de salude que fazem parte dos Registros
Hospitalares de Céancer do INCA mostraram que 48% dos pacientes com CCP apresentaram
diagnostico tardio (estagios Ill e IV) (Observatério de Oncologia, 2021). Dentre as localiza¢des, o
cancer de hipofaringe (C12-13) foi o que apresentou maior percentual (71,2%) de pacientes
diagnosticados ja em estagios avangados (Il e IV) (Observatorio de Oncologia, 2021). O diagndstico
tardio nesses tipos de canceres estd associado na demora da percep¢do de sintomas nesses locais
(Observatério de Oncologia, 2021).

Aproximadamente 90% dos CCPs sdo carcinomas de células escamosas, que se originam do
epitélio da cavidade oral, faringe e laringe (SUNG, et al. 2021). Devido a divergéncias na incidéncia e
no perfil de risco para pessoas com CCP nos trés locais anatémicos (cavidade oral, faringe e laringe),
estes sdo considerados como entidades separadas (Gormley et al., 2022; Thomas et al., 2018). Os
diferentes tipos de CCPs foram categorizados com base em sua localizacdo anatémica usando a
Classificacéo Internacional de Doencas (CID-10) da OMS (Quadro 1).

Quadro 1. Classificacao dos tipos de CCPs de acordo com sua localizagédo anatdmica e os respectivos codigos CID-10.

Classificacéo ICD-10 code
Neoplasia maligna do labio C00
Neoplasia maligna da base da lingua Cco1
Neoplasia maligna de outra parte ndo especifica da lingua C02
Neoplasia maligna da gengiva C03
Neoplasia maligna do assoalho da boca Co4
Neoplasia maligna do palato CO05
Neoplasia maligna de outras regiées ndo especificas da boca CO06
Neoplasia maligna da glandula parétida Cco7
Neoplasia maligna de outras glandulas salivares ndo especificas Co08
Neoplasia maligna da amigdala C09
Neoplasia maligna da orofaringe C10
Neoplasia maligna da nasofaringe Cl1
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Neoplasia maligna do seio piriforme C12

Neoplasia maligna da hipofaringe C13

Neoplasia maligna de outras localizac6es e de localizacdes mal c14
definidas do labio, cavidade oral e faringe

Neoplasia maligna da cavidade nasal e ouvido médio C30

Neoplasia maligna dos seios da face C31

Neoplasia maligna da laringe C32

Neoplasia maligna de outras localiza¢fes e de localiza¢cdes mal c76

definidas
Fonte: Adaptado de Gormley (2022).

1.2 FISIOPATOLOGIA E TRATAMENTO ATUAL

O CCP se origina da mucosa epitelial das células de cavidade oral, faringe, laringe e trato
nasossinusal (Johnson et al., 2020). Histologicamente, o0 CCP se inicia através de uma hiperplasia da
célula epitelial, seguido de uma displasia (que pode ser classificada em leve, moderada ou forte),
formacao do carcinoma in situ e por fim, o carcinoma invasivo (Johnson et al., 2020). Como o CCP é
um céncer heterogéneo, a célula de origem vai depender da localizacdo anatdbmica e do agente
etiolégico (Johnson et al., 2020).

Pode-se classificar os eventos que levam a iniciagdo desse tipo de cancer em: CCP HPV-
negativo ou CCP HPV-positivo (Johnson et al., 2020). Os CPPs HPV-positivo e negativo apresentam
diferencas quanto a expressao génica e em seus perfis mutacionais e imunolégicos (The Cancer
Genome Atlas Network, 2015). Os dois principais fatores de risco para o desenvolvimento do CCP
HPV-negativo sdo o uso de tabaco e o excesso no consumo de alcool (Leemans et al., 2011;
Johnson et al., 2020). Os derivados carcinogénicos do tabaco como PHAs e nitrosanimas, passam
por metabolismo levando a formacgdo de metabdlitos reativos. Esses metabdlitos podem levar a
formacdo de adutos covalentes de DNA, responsaveis por causar mutacdes e desordens genéticas
(Johnson et al., 2020). Além disso, 0 uso do tabaco é associado a um aumento da inflamacao local
nos tecidos expostos. Desta forma, a producdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas e
desregulacdo de fatores de transcri¢cdo contribuem com a proliferacdo, angiogénese e carcinogénese
nesses tecidos (Johnson et al., 2020). A inducdo desse microambiente inflamatério por sua vez,
favorece a progressdo do tumor. Nakano e colaboradores (1999) identificaram elevadas
concentragdes das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6 em tecidos tumorais de pacientes com
cancer de cavidade oral (Nakano et al., 1999). As citocinas podem estimular a progressao das células
tumorais por diferentes mecanismos, desempenhando um papel patogénico no desenvolvimento do
cancer. Outros estudos posteriores identificaram uma maior concentracdo das interleucinas IL-6 e IL-
8 em pacientes com cancer de cavidade oral (Maie et al., 2004; SahebJamee et al., 2008). Scheff e
colaboradores (2017) avaliaram que a citocina pro-inflamatéria TNF-a estava presente em grandes
concentracdes em dois modelos celulares de cancer de cavidade oral (HSC3 e SCC9) e que essa
citocina seria responséavel por mediar a inducdo de nocicepgao e inflamacao nesse tipo de cancer

(Scheff et al.,, 2017). Por fim, a citocina pro-inflamatoéria TNF-a também seria responsavel por
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promover significantemente a progressao do cancer, promovendo a invaséo celular (Goertzen et al.,
2018). Desta forma, é importante ressaltar a importancia e a influéncia do microambiente tumoral na
manutencéo e progressao desse tipo de cancer.

A infeccao pelo virus HPV é um fator de risco para o desencadeamento do CCP (CCP HPV-
positivo) (Johnson et al., 2020). O HPV esta associado com os cénceres na regido orofaringeo (>
70%) (Stein et al., 2015). A oncogénese associada ao virus HPV tem como mecanismo principal suas
oncoproteinas E6 e E7 (The Cancer Genome Atlas Network, 2015; Johnson et al., 2020). A proteina
E6 interage com a proteina de ubiquitinacdo (E6-AP) levando a formacdo do complexo E6-E6-AP que
interage especificamente com a proteina p53, levando a sua ubiquitinacédo e degradacédo (Scheffener
et al., 1993). Além disso, a proteina viral E7 esta associada a mecanismos que levam a desregulagdo
do ciclo celular (Leemans et al., 2011). A proteina p53 é denominada como “supressora de tumor”, é
uma das respostas imediatas na tentativa de conter os processos de proliferagdo do céancer. Em
células normais a proteina p53 existe em concentragdes muito baixas, porém, sob condi¢do de
estresse, esta proteina se acumula nas células e uma vez ativada, induz a expresséo de genes-alvos
que desencadeiam mecanismos supressores de tumores, como a parada do ciclo celular (ex. p21),
morte celular programada (ex. Bax), senescéncia (p21) e inibicdo da angiogénese (ex. TSP1)
(Herrero et al., 2016). Desta forma, mecanismos que levem sua inibicdo ou degradacdo, como na
presenca da proteina viral E6, favorecem a proliferacdo das células tumorais.

Leemans e colaboradores (2011) classificaram as principais diferencgas clinicas e caracteristicas

biolégicas de pacientes com CCP HPV-positivo e negativo, 0 Quadro 2 sumariza essas informacdes:

Quadro 2. Caracteristicas clinicas e bioldgicas de pacientes com CCP HPV-positivo e negativo

CCP HPV-negativo CCP HPV-positivo
) ) Fumar, consumo excessivo de
Etiologia i Sexo oral
alcool
Idade Acima de 60 anos Abaixo de 60 anos
Local de predilecéo N&o possui Orofaringe
Prognéstico Ruim Favoravel

Fonte: Adaptado de Leemans et al., 2011.

O tratamento para o CCP é realizado de acordo com a individualidade de cada paciente, tendo
influéncia da regiao anatdmica do carcinoma, o estdgio em que se encontra a doenga, caracteristicas
da doencga, entre outros (Johnson et al., 2020). As principais formas de tratamento séo a cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. Pacientes com cancer de cavidade oral sdo mais propensos a passarem
por cirurgia enquanto que pacientes com cancer na regido da faringe e laringe usualmente recebem
tratamento por radioterapia (Johnson et al., 2020). Pacientes em estagios inicias da doenca possuem
taxas altas de sobrevivéncia, entre 70 até 90%, apds intervencdo cirlrgica ou radioterapia (Laura;
Chow, 2020).

Mais de 60% dos pacientes com CCP apresentam estagios Il ou IV da doenga,

desenvolvendo normalmente tumores com invasdo local acentuada, metastase para linfonodos ou
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ambos (Laura; Chow, 2020). Nesses casos, ou, em casos em que a cirurgia ndo apresente vantagens
a longo prazo, a quimioradioterapia € o tratamento padrdo para o CCP. Uma alta dose de cisplatina
(100mg/m2) combinado com a radioterapia € o regime usual de tratamento. Devido a efeitos de
toxicidade associados a cisplatina, seu uso € normalmente recomendado para pacientes nao idosos,
que ndo possuam comorbidades (Laura; Chow, 2020).

O CCP recorrente ou metastatico ocorre em mais de 65% dos pacientes e nesse caso, 0
tratamento de primeira linha consiste no uso do anticorpo monoclonal pembrolizumab, ou a
combinacéo entre pembrolizumab, cisplatina e 5-fluoracil (De Sousa; Ferrarotto, 2021). Pacientes que
nao sao elegiveis para o tratamento com pembrolizumab, podem ainda receber cetuximab em
combinagdo com cisplatina (ou carboplatina) e 5-fluoracil (Vermorken et al., 2008). O anticorpo
monoclonal pembrolizumab foi o mais recente agente aprovado pela FDA (em 2014) para o
tratamento de CCP. Até entdo, apenas seis farmacos tinham sua aprovacdo, sendo estes:
metotrexato (aprovado em 1956), 5-fluoracil (aprovado em 1957), bleomicina (aprovado em 1973,
porém, raramente utilizado atualmente), cisplatina (aprovada em 1978) e docetaxel e cetuximabe
(ambos aprovados em 2006) (Li et al., 2014).

Atualmente novas terapias visando o tratamento mais efetivo do CCP estdo sendo
desenvolvidas. De maneira geral, existem duas abordagens principais no desenvolvimento de
terapias direcionada ao cancer: biomacromoléculas e moléculas pequenas (Lee et al., 2018; Zhong et
al., 2021). As biomacromoléculas englobam os anticorpos monoclonais, polipeptidios, conjugados e
acidos nucleicos (Zhong et al.,, 2021). Os anticorpos monoclonais por exemplo, possuem grande
aplicagé@o no tratamento de diversos tipos de canceres, mas assim como outros farmacos da classe
das biomacromoléculas, apresenta como desvantagens sua forma de administracdo por via
intravenosa ou subcutdnea e seu elevado custo (Zhong et al., 2021; Bedard et al., 2020). As
moléculas pequenas por sua vez, apresentam algumas vantagens como suas propriedades
farmacocinéticas, menores custos, maior adesdo do paciente e em fatores como o0 armazenamento e
transporte desses medicamentos (Zhong et al., 2021; Bedard et al., 2020). Os alvos moleculares
desses compostos sdo diversos, podendo atuar em enzimas epigenéticas, quinases, proteasomas e
enzimas reguladoras de dano ao DNA (Zhong et al., 2021).

Apesar de serem amplamente estudadas, as moléculas pequenas apresentam desafios na
terapéutica como o desenvolvimento de resisténcia a esses farmacos apds um periodo de tempo de
uso e baixa eficiéncia de resposta, uma vez que durante terapias prolongadas um namero limitado de
pacientes responde ao tratamento (Zhong et al., 2021). Devido a essas limita¢cfes, a busca por novas
moléculas e o estudo de seus alvos de atuacdo no tratamento do céncer sdo essenciais para o

desenvolvimento de novos farmacos mais seletivos e eficientes.

1.3 CHALCONAS COMO SCAFFOLD NO DESENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS
ANTICANCER

As chalconas, caracterizadas pelo nuacleo 1,3-difenil-2-propeno-1-ona (E) ou (Z) e séo
precursoras da classe dos flavondides (Ouyang et al.,, 2021; Rudrapal et al., 2021). O termo

“chalcona” foi introduzido por Kostanecki e Tomar em 1899 (Kostanecki et al., 1899). Quimicamente,
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as chalconas sao cetonas alfa-beta insaturadas tendo uma ligacédo dupla conjugada com seu sistema
de elétrons 1 delocalizado entre os anéis benzénicos. Usualmente sédo moléculas de baixa massa
molecular (300 — 600 g/mol) que apresentam uma acentuada lipofilicidade (Log P = 5) (Rudrapal et
al., 2021). Podem apresentar isomeria cis (Z) ou trans (E), sendo a forma trans termodinamicamente
mais estavel que a forma cis (Rudrapal et al., 2021) (Figura 32). As chalconas, sendo estas isoladas
de plantas ou sintéticas, sao relatadas na literatura por apresentar diferentes atividades bioldgicas
como: propriedade antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antifingica, anticancer, entre outras
(Jasim et al.,, 2021). Mas, apesar de serem amplamente estudadas por conta de sua potencial
aplicacdo no tratamento de diferentes doencas, as chalconas podem apresentar problemas de baixa
biodisponibilidade (Rudrapal et al., 2021). Desta forma, considera-se importante a observacéo além
da atividade in vitro desses derivados, propondo modificacdes a fim de otimizar suas propriedades
ADMET (Absorc¢éo, Distribuicéo, Metaboslimo, Excrecéo e Toxicidade).

Figura 32. Chalconas avaliadas como inibidoras da interacdo MDM2-p53 e seus valores de ICs frente a diferentes modelos
celulares de cancer de mama e células normais

O @)

Chalcona-trans (E) Chalcona-cis (Z)

Diferentes chalconas séo relatas na literatura por sua atividade anticancer, tendo como
mecanismo de acdo a inibicdo de diferentes alvos moleculares envolvidos na carcinogénese como
enzimas epigenéticas (histonas deacetilases e sirtuinas), proteasoma, NF-K, quinases, catepsina-k,
tubulina, entre outros (Mahapatra et al., 2015). Quanto as chalconas contendo &cidos boronicos,
destacam-se os estudos de Stoll e colaboradores (2001), Kumar e colaboradores (2003), Achanta e
colaboradores (2006) e Kong e colaboradores (2010). Em 2001, Stoll e colaboradores buscaram
identificar o mecanismo pelo qual diferentes chalconas apresentavam atividade frente a inibicdo de
modelos celulares de cancer de mama. Neste estudo, os autores demonstraram que essas moléculas
foram capazes de interferir no complexo MDM2-p53 (Stoll et al., 2001). Essas duas proteinas fazem
parte de um sistema de auto-regulacéo, sendo a proteina MDM2 transcricionalmente ativada por p53,
levando a inibicdo da atividade de p53 por diferentes mecanismos (Levine et al., 1992). MDM2 se liga
ao dominio transcricional de p53 através de seu dominio N-terminal e bloqueia sua transativacao;
apos se ligar a p53, a proteina MDM2 também é capaz de exportar p53 para fora do nucleo,
impedindo seu acesso ao DNA e com isso, perdendo sua funcdo como fator de transcricéo e por fim,
sendo uma proteina de ubiquitinagdo, MDM2 pode ubiquitinar a proteina p53 levando a sua
degradacéo pelo proteasoma (Chéne, 2003). Como o MDM2 desempenha um papel principal na
inibicdo da atividade de p53, antagonizando sua a¢éo por meio de uma interacéo direta, o bloqueio
da interacdo proteina-proteina MDM2-p53 é uma estratégia explorada com o objetivo liberar p53
dessa interacdo e restaurar sua funcdo (Zhao et al.,, 2014). No estudo de Stoll e colaboradores

(2001), destaca-se o composto (B - Figura 33). Esses derivado de chalcona apresentou valor de ICso
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para MDM2 de 49 uM. Em 2003, Kumar e colaboradores (2003) avaliaram a troca isostérica entre o
acido carboxilico presentes nas estruturas de Stoll e colaboradores (2001) por um &cido borénico. O
composto (8) (Figura 33), contendo acido borénico em sua estrutura, se mostrou mais potente frente
aos modelos celulares de cancer de mama (MDA-MB-435, MDA-MB-231 e Wt-MCF7) do que seu
derivado contendo acido carboxilico (composto B — Figura 33), mantendo um perfil ndo citotoxico
frente aos modelos de célula normal (MCF-10 e MCF-12A) (Kumar et al., 2003). Nesse trabalho, os
autores ndo avaliaram o real mecanismo pelo qual essas chalconas contendo acido borénico atuam,
porém, justificaram com base no estudo de Stoll e colaboradores (2001) que 0 mecanismo
provavelmente seria através da interacdo com MDM2 por se tratar de estruturas quimicas muito

similares.

Figura 33. Chalconas avaliadas como inibidoras da interagdo MDM2-p53 e seus valores de ICs, frente a diferentes modelos
celulares de cancer de mama e células normais
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ICs = 4 uM (MDA-MB-435)
ICso = 8 uM (MDA-MB-231)
ICso = 5,5 M (Wt-MCF7)
IC5, = 18 pM (MCF-10A)
IC5o = 15 pM (MCF-12A)

ICso = 13 uM(MDA-MB-435)
IC5o = 18 uM (MDA-MB-231)
ICso = 15 M (Wt-MCF7)
IC5, = 12 M (MCF-10A)
IC5, = 28 uM (MCF-12A)

Fonte: Adaptado de Stoll et al., 2001; Kumar et al., 2003.

Ja no estudo de Achanta e colaboradores (2006), a avaliacao de oito chalconas derivatizadas
com acido borénico levou a identificagdo de dois compostos (50 e 51 — Figura 34) que apresentaram
os melhores valores de ICso quando avaliados em um modelo celular de cancer de célon (HCT116 wt-
p53), sendo 1,5 e 3,9 uM respectivamente (Achanta et al., 2006). Por meio da avaliagdo do
mecanismo de ac¢do, identificou-se que esses compostos atuam por meio da inibicdo do proteassoma
20S, levando ao acumulo de p53. Curiosamente, essas chalconas apresentaram um mecanismo
similar ao do farmaco Bortezomib, sendo este capaz de inibir o proteassoma 26S por meio da
interacdo covalente reversivel que o &cido borbnico realiza com a treonina catalitica desse
proteassoma. Desta forma, a inibicAo do proteassoma leva a prevencdo da degradacdo de fatores

pro-apoptéticos, como a proteina p53.

Figura 34. Chalconas avaliadas frente ao modelo celular de cancer de célon, inibidoras do proteassoma 20S
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IC5p = 1,5 pM (HCT116 p53-wt) IC5 = 3,9 uM (HCT116 p53-wt)

Fonte: Adaptado de Achanta et al., 2006
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Kong e colaboradores (2010) sintetizaram dois analogos de chalconas derivatizadas com
acido boronico, baseado na estrutura quimica da combrestatina A-4 (4 e 11 — Figura 35). Ambos os
compostos, 4 e 11, foram avaliados frente ao modelo celular de céncer de mama (MCF-7)
apresentando valores de ICso = 0,9 e >2,5 uM respectivamente (Kong et al., 2010). Os derivados que
nao continham acido borénico em sua estrutura quimica (6 e 14 — Figura 35) foram avaliados no
mesmo modelo celular apresentando ICsp = 0,11 e >40 pM (Kong et al., 2010). Os autores sugerem
que o mecanismo de acdo dessas chalconas seja por meio da inibicdo da polimerizacéo da tubulina,
apesar de apresentarem valores de ICso ndo téo expressivos (ICso = 31 e >40 uM) frente a esse alvo
guanto comparado a atividade frente as células cancerigenas (ICso = 0,9 e >2,5 uM). Interessante
notar que a posicdo em que o &cido borénico foi substituido nos anéis da chalcona teve grande
influéncia no valor da atividade anticAncer, sendo sua substituicdo no anel B, na posicdo meta, mais

promissora do que quando substituido no anel A.

Figura 35. Chalconas derivatizadas com &cidos bordnicos frente ao modelo celular de cancer de mama, avaliadas como
inibidoras da polimerizagao da tubulina.
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Fonte: Adaptado de Kong et al., 2010

Wermelinger e colaboradores (2023) descreveram uma série de chalconas avaliadas frente
ao cancer de cavidade oral, objeto de estudo deste trabalho. As seis chalconas foram primeiramente
avaliadas frente ao modelo celular SCC-9 (cancer de cavidade oral) e posteriormente, as duas
moléculas mais ativas (1b e 1f — Figura 36) foram avaliadas também frente aos modelos SCC-25 e
SCC-4, sendo também modelos celulares de cancer de cavidade oral. Experimentos in silico de
docking e dindmica molecular indicam que essas chalconas estejam atuando por meio da inibicao da
interacdo MDM2-p53. Como padrdo dos estudos, os autores utilizaram a Nutlin-3a, inibidor seletivo
de MDM2. Quando avaliada no estudo in vitro (frente ao modelo SCC-9) esse composto demonstrou
ICs0 = 17,99 M.



Figura 36. Chalconas avaliadas frente ao modelo celular de cancer de cavidade oral, inibidoras da interagdo MDM2-p53.
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Fonte: Adaptado de Wermelinger et al., 2023

Considerando os trabalhos da literatura, justifica-se que as chalconas podem ser um
interessante “scaffold” a ser explorado no desenvolvimento de novos derivados sintéticos visando sua
atividade anticancer. Tendo em vista a potencialidade desses compostos frente a inibicdo de
diferentes modelos celulares de céncer, justifica-se o estudo de derivados de chalconas frente a
outros modelos ndo tdo bem explorados, como o cancer de cabega e pescoco, mais especificamente,
0 cancer de cavidade oral. A identificacdo de um composto promissor, bem como o estudo de seu
possivel mecanismo de acao, pode auxiliar no desenvolvimento de moléculas mais ativas e seletivas

para o tratamento dessa doenca.

1.4 XANTONAS COMO SCAFFOLD NO DESENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS
ANTICANCER

As xantonas sdo compostos heterociclicos aromaticos que contém o oxigénio como heteroatomo,
tendo como nomenclatura “9H-xanteno-9-ona” (Figura 37) (Pinto et al., 2021). Historicamente, a
primeira xantona isolada de uma planta (Gentiana lutea) foi em 1821, sendo essa denominada
gentisin (1,7-dihidroxi-3-metoxixantona) e em 1860 a primeira xantona sintética foi descrita por Kolbe
e Lautermann, por meio da reacdo entre fenol e &cido salicilico utilizando oxicloreto de fosforo (Pinto
etal., 2021).

Figura 37. Estrutura geral do nGcleo das xantonas

O
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Atualmente, diferentes metodologias sintéticas podem ser empregadas para a sintese das
xantonas, com destaque para o método classico de Grover, Shah e Shah (Grover, Shah, Shah; 1955)
gue consiste na reacao entre derivados de &cido salicilico e fenois, aquecidos com cloreto de zinco
(ZnCl2) e cloreto de fosforila (POCIs) (Resende et al., 2020). Nesse caso, normalmente uma etapa

adicional de ciclizacao é requerida para a obtencdo da xantona. Outra metodologia considerada
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classica e que usualmente apresenta melhores resultados, € o uso de pentéxido de fésforo e acido
metanossulfonico (reagente de Eaton) (Resende et al., 2020). Por fim, uma das metodologias mais
exploradas é a através da sintese das benzofenonas por meio da acilagdo de Friedel-Crafts,
utilizando cloreto de aluminio (AICIs) como acido de Lewis (Figura 38) (Resende et al., 2020).
Normalmente, apds a obtencéo da benzofenona, segue-se a proxima etapa com o objetivo de realizar
a ciclizacdo da xantona (Figura 38). A ciclizacdo por sua vez, pode ser obtida usualmente por meio de
uma substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr) em meio béasico ou por meio de uma ciclizacio

oxidativa (Figura 38) (Resende et al., 2020).

Figura 38. Representacéo de uma possivel rota sintética para sintese de uma xantona.
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a) acilagdo de Friedel-Crafts; b) via SnAr ou via ciclizagdo oxidativa

Adaptado de Resende et al., 2020.

As xantonas, sejam sintéticas ou como produto natural isoladas de plantas/vida marinha, sao
relatadas por apresentarem diferentes atividades bioldgicas como: antioxidante, antidiabética e
antiplasmodial (Wairata et al., 2021). Porém, as xantonas sdo amplamente estudadas por sua
atividade anticancer e antitumoral, tendo sido exploradas em diferentes modelos celulares de
canceres como cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de pulmao, leucemia,
glioblastoma, entre outros (Kurniawan et al., 2021). Um possivel alvo de atuacdo dessas xantonas
frente ao cancer é a através da inibicdo da interacdo MDM2-p53, sendo possivel destacar diferentes
trabalhos em que a atividade anticancer das xantonas p6de ser correlacionada com sua capacidade
de liberar p53 por meio da inibicdo da interacdo com MDM2 (Zang et al., 2017); (Le&o et al., 2013);
(Lemos et al., 2019); (Gomes et al., 2019).

Estruturalmente, as xantonas apresentam semelhanca com as chalconas, sendo seu nucleo
rigido, de carater lipofilico e baixa solubilidade em agua. Desta forma, da mesma maneira, esse
scaffold precisa ser avaliado com cuidado quanto a seu perfil farmacocinético. A maior diferenca entre
as duas estruturas esta na ligacao dupla conjugada, sendo que a xantona apresenta um sistema de
anel triciclico e a separacé@o entre os anéis aromaticos A e B se da pela carbonila e o heteroatomo
(oxigénio, nesse caso). Nas chalconas, os anéis aromaticos A e B sdo separados por uma carbonila
alfa-beta insaturada. Essa diferenca estrutural pode auxiliar na compreensdo sobre o perfil de
reatividade ao comparar os dois scaffolds. As chalconas por serem aceptoras de Michael podem
apresentar um perfil de citotoxicidade mais pronunciado (Heller et al., 2015). Considera-se por

exemplo, que o nucleo alfa beta insaturado das chalconas pode, por ser um aceptor de Michael,
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interagir com diferentes residuos nucleofilicos como as cisteinas (Liang et al., 2022). Desta forma, é
preciso compreender se substituir o aceptor de Michael por um nlcleo ndo tdo reativo poderia
influenciar na perda da atividade biol6gica dos compostos ou se acarretaria em uma vantagem frente

a obtencdo de compostos mais seletivos e néo citotdxicos frente as células normais.

Figura 39. Semelhanca estrutural entre os nlcleoos das chalconas e xantonas.

Com isto, pretende-se explorar o ndcleo das xantonas e sua funcionalizagdo com &cido
borbnico neste trabalho, com objetivo de avaliar a potencialidade desse scaffold frente a inibicdo do
cancer de cavidade oral, especificamente frente ao modelo SCC-25, ndo havendo estudos na

literatura sobre a capacidade das xantonas em inibir esse tipo de cancer.
2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avalicdo de uma série de derivados de chalconas e xantonas contendo acido borénico como

inibidoras de cancer de cabeca de pescoco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliacdo in vitro de uma série de chalconas contendo &cido bor6nico frente ao cancer de
cavidade oral;

e Selecdo do composto mais promissor para avaliagdo in vitro frente ao modelo celular de
cancer de cabeca e pescogo metastatico;

e Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria dos compostos mais promissores;

e Determinacéo do coeficiente de particdo (Log P);

e Sintese e caracterizacdo de uma série de xantonas contendo acido bordnico;

e Avaliacdo in vitro de uma série de xantonas contendo &cido borbnico frente ao céncer de

cavidade oral.
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3. METODOLOGIA

A descricdo da metodologia sintética, de isolamento e de caracterizacdo dos derivados de

chalconas contendo acido borbénico foi anteriormente relatada na sessao A.

3.1 METODOLOGIA SINTETICA

3.1.1 Sintese do composto 2,7-dihidroxi-9H-xanten-9-ona

A sintese do composto 2,7-dihidroxi-9H-xanten-9-ona (74) foi realizada de acordo com o

esquema reacional da Figura 40. A metodologia foi adaptada de Pinto e colaboradores (2011).

Figura 40. Metodologia sintética para obtengdo do composto 2,7-dihidroxi-9H-xanten-9-ona (74)
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Procedimento experimental:

Em um cadinho de porcelana, adicionou-se 1,59 (4,06 mmol) do reagente 2,2’-44'-
tetrahidroxiacetofenona (73). Em seguida o cadinho foi deixado sob aquecimento em um forno na
temperatura de 220 °C durante overnight (aproximadamente 15 h). Apds esse periodo, observou-se a
mudanca de cor do reagente inicial (cor branca) para uma cor marrom. O acompanhamento reacional
por meio cromatografia em camada delgada (CCD) indicou o consumo total do reagente e formacao

do produto desejado (74) com rendimento de 80%.

3.1.2 Sintese do composto 9-0x0-9H-xanteno-3,6-diil bis(trifluorometanossulfonato)

A sintese do composto 9-oxo0-9H-xanteno-3,6-diil bis(trifluorometanossulfonato) (75) foi realizada
de acordo com o esquema reacional da Figura 41. A metodologia foi adaptada de Miller e
colaboradores (2005).

Figura 41. Metodologia sintética para obtengéo do composto 9-oxo-9H-xanteno-3,6-diil bis(trifluorometanossulfonato) (75)
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Em um balédo de fundo redondo de 10 mL adicionou-se 500 mg (2,19 mmol) do composto (74) em
6 mL de diclorometano (DCM) anidro. Em seguida, o baldo foi colocado em banho de gelo e
adicionou-se 10 eq.mol! de piridina, gota a gota ao meio reacional. Apds a adicao da piridina,
adicionou-se a seguir 3 eq.mol! do reagente anidrido trifluorometanossulfonico (Tf20). O banho de
gelo foi removido e a reacdo seguiu por 24 h sob temperatura ambiente, sob atmosfera inerte de Na.
O acompanhamento reacional foi feito por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando
hexano:acetato de etila (9:1) como fase movel e revelacdo sob luz ultravioleta (254 nm) até que o
consumo dos reagentes indicasse o término da reacdo. Ao fim da reacdo, a CCD foi revelada com
solucao de cloreto de ferro (10% MeOH). Esse revelador indica a presenca de grupos fendéis, levando
a obtencdo de uma coloracéo preta na CCD. A falta da coloracéo levou a concluséo de que a mancha
resultante na CCD indicava ser o produto com as duas hidroxilas protegidas pelo grupo Tf20.
Adicionou-se entdo, no meio reacional, 50 mL de 4gua destilada e HCI 1 M até total neutralizacdo do
excesso de piridina. A fase orgénica foi lavada trés vezes com 80 mL de &gua destilada.
Posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e a solucéo filtrada. Em seguida
0 solvente foi evaporado a pressao reduzida levando a obtencédo de um sdlido branco. A dltima etapa
consistiu na purificacdo do produto de interesse por meio de coluna de bancada, utilizando como fase
movel 9:1 hexano/acetato. A purificagdo levou a obtencdo do composto 9-oxo-9H-xanteno-3,6-diil

bis(trifluorometanossulfonato) (76) puro, com 80% de rendimento.

3.1.3 Sintese da série de xantonas bromadas

A sintese dos compostos 2,7-dibromo-9H-xanten-9-ol (78) e acido 2,7-dibromo-9H-xanteno-9-
carboxilico (79) foi realizada por meio de uma reac¢@o de bromacdao, utilizando N-bromosuccinimida
(NBS). Para obtencdo do composto 2,7-dibromo-9H-xanteno-9-ona (81), a rea¢do de bromacéo foi
realizada com uso de bromo (Brz). A metodologia foi adaptada de de Sivakamasundari e Genesan

(1980). O esquema reacional foi representado na Figura 42.

Figura 42. Metodologia sintética para obtengéo dos compostos 2,7-dibromo-9H-xanten-9-ol (78), acido 2,7-dibromo-9H-
xanteno-9-carboxilico (79) e 2,7-dibromo-9H-xanteno-9-ona (81).
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Procedimento experimental:

Em um balédo de fundo redondo de 10 mL, adicionou-se 800 mg (1 eq.mol') do reagente 9H-
xanteno-9-ol (76) ou acido 9H-xanteno-9-carboxilico (77), NBS (2,5 eg.molt), 12 mL de &cido acético
(CH3COOH) e 8 gotas de HCI concentrado. A reacdo foi mantida sob agitacdo, atmosfera inerte de N2
e temperatura ambiente por 24 h. O acompanhamento reacional foi feito por cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizando 100% tolueno como fase mével e revelacdo sob luz ultravioleta
(254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse 0 término da reacdo. Apds esse tempo,
adicionou-se 50 mL de agua destilada ao meio reacional levando a precipitacdo do produto de
interesse. O precipitado foi filtrado em funil de Biichner e lavado de 3 a 4 vezes com 80 mL de agua
destilada. O composto (79) foi precipitado puro, ndo havendo necessidade de uma etapa adicional de
purificagdo, sendo este um sélido “off-white” com rendimento de 70%. Para o composto (78) realizou-
se uma purificacdo por meio de coluna de bancada, utilizando como fase mével 100% tolueno. Apés
a purificacdo o produto desejado foi obtido como um sélido branco, com rendimento de 34%. Este
produto apds etapa de caracterizagdo estrutural por RMN de 'H indicou se tratar do derivado de
xantona di-bromado, estrutura idéntica ao composto (81).

Para obtencdo do composto (81), em um bal&o de fundo redondo de 10 mL, adicionou-se 800 mg
(4,07 mmol) do reagente 9H-xanteno-9-ona e 12 mL de acido acético (CHsCOOH). Em seguida,
adicionou-se gota a gota ao meio reacional 2 mL de Br.. A reacdo foi mantida sob agitacdo, em
temperatura de 100 °C durante 22 h. O acompanhamento reacional foi feito por cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizando 100% tolueno como fase movel e revelacéo sob luz ultravioleta
(254 nm) até que o consumo dos reagentes indicasse 0 término da reacdo. Apds esse tempo,
adicionou-se 50 mL de &gua destilada ao meio reacional levando a precipitagdo do produto de
interesse. O precipitado foi filtrado em funil de Biichner e lavado de 3 a 4 vezes com 80 mL de agua
destilada. ApOs a obtengdo do precipitado, realizou-se uma etapa de purificagdo por meio de coluna
de bancada utilizando como fase mével 100% tolueno. Apés a purificacdo o produto desejado foi
obtido como um sdlido branco, com rendimento de 60%. Além do produto de interesse, foi também
isolado um segundo produto dessa reacdo que ap6és a caracterizacdo por RMN de H indicou se tratar
do derivado de xantona substituido com apenas um atomo de bromo, sendo obtido com 12% de
rendimento.

3.1.4 Sintese das xantonas derivadas de éster borénico

A sintese dos derivados de éster bordnico, os compostos &cido 2,7-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-9H-xanteno-9-carboxilico (82), 2,7-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-9H-
xanten-9-ona (83) e 3,6-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-9H-xanten-9-ona (84) foi
realizada por meio de um reacdo de Borilacdo de Miyaura. O esquema reacional foi representado na
Figura 43:
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Figura 43. Metodologia sintética para obtengéo dos derivados &cido 2,7-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-9H-
xanteno-9-carboxilico (82), 2,7-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-9H-xanten-9-ona (83) e 3,6-bis(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il)-9H-xanten-9-ona (84)
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Procedimento experimental:

A metodologia sintética para realizagdo da reacdo de Borilagdo de Miyaura ja foi previamente
discutida na sec¢édo A deste trabalho. O mesmo procedimento experimental foi adotado para a sintese
dos intermediarios (82), (83) e (84). O acompanhamento reacional foi realizado por meio de CCD e
revelador de curcumina “curcumin dip”, sendo este capaz de revelar compostos que contém ésteres
borbnicos e acidos bordnicos em sua estrutura, adquirindo apés a secagem da placa cromatografica
uma coloragéo laranja em torno das manchas (“spots”) reveladas. Quanto a etapa de purificagéo, os
compostos (82) e (83) foram purificados por meio de coluna de bancada tendo como eluentes os
solventes hexano e acetato nas propor¢des 7:3. Os respectivos produtos foram obtidos como sélidos
brancos, com rendimentos de 45% e 42%. Quanto ao composto (84), sua purificagdo por coluna de
bancada ndo se mostrou efetiva, uma vez que o reagente ndo foi totalmente consumido e o Rf do
reagente (composto (75)) e do produto de interesse eram muito proximos em diferentes fases maveis
testadas. Com isso, sua purificagdo se deu por meio de uma recristalizacdo em metanol, sendo o

produto obtido como um sdélido branco com rendimento de 36%.

3.1.5 Sintese das xantonas derivadas de acido borbnico

A sintese dos compostos finais derivados de acido bordnico acido 2,7-diborono-9H-xanteno-9-
carboxilico (85) acido (9-oxo-9H-xanteno-2,7-diil)diborénico (86) e &acido (9-oxo-9H-xanteno-3,6-
diil)diborénico (87) foi realizada por meio da reacdo entre os respectivos intermediérios de éster
borbnico com dietilanoamina (DEA) e HCI (0,1 M) para hidrélise do éster e obtencdo do grupo &cido.
A metodologia foi adpatada de Sun, Perfetti e Santos (2011). O esquema reacional foi representado
na Figura 44.
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Figura 44. Metodologia sintética para obtencdo dos compostos &cido 2,7-diborono-9H-xanteno-9-carboxilico (85) acido (9-oxo-
9H-xanteno-2,7-diil)dibordnico (86) e acido (9-oxo-9H-xanteno-3,6-diil)diborbnico (87)

>?LQ R, 9J§< oH R OH
AL e
(0] (o]

R=COOH, O ) R =COOH, O
(82), (83) I (85), (86)

o (o}
0‘?8\’0 HO\$$,OH
o] (84) (o] OH (87) OH

f) DEA, éter dietilico, t.a., 1 h; HCI (1,0 M), t.a, 1 h.

Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, adicinou-se 50 mg do respectivo reagente de éster
bordnico (compostos (82), (83) ou (84)), 3 mL de éter etilico e duas a trés gotas de DEA. A reagdo
foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 1 h. Apds esse tempo, foi possivel observar
no caso do reagente (84), a formacao de um precipitado no meio reacional. O precipitado foi filtrado
e lavado 4x com éter etilico. Em seguida, o precipitado foi adicionado a um novo baldo de fundo
redondo de 10 mL, com 3 mL de éter etilico e 3 mL de uma solugéo de HCI (0,1 M), a reagéo foi
novamente mantida sob agitacdo e temperatura ambiente por 1 h. Para os reagentes (83) e (84) nédo
foi possivel observar a formagéo de um precipitado sélido, mas sim, de um precipitado gelatinoso
que ndo pdde ser separado por filtracdo. Com isso, ao termino da primeira etapa, o meio reacional
foi descartado e o solido gelationoso lavado 4x com éter etilico. Nesse mesmo baldo de fundo
redondo, adicionou-se 3 mL de éter etilico e 3 mL de uma solu¢do de HCI (0,1 M), a reacao foi
novamente mantida sob agitacdo e temperatura ambiente por 1 h. Ao termino da reacao, realizou-se
uma extracéo liquido/liqguido com uso de éter etilico e dgua. Foi possivel observar uma tendéncia do
composto em ficar concentrado na fase aquosa, desta forma, extraiu-se a fase aquosa com éter
etilico de 3 a 4 vezes. Ap6s a extragdo, os produtos foram obtidos como um sélido de cor branca
para os compostos (86) e (87) e lilas para o composto (85) com rendimentos proximos de 50%.

3.2 PROTOCOLO DE TESTE DE MTT

Os ensaios para determinacdo dos valores de ICso das moléculas foram realizados em parceria
com a Dra. Paula Aboud Barbugli, da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara. As
células de linhagens SCC-25, NOK-si e Detroit 562 foram inicialmente descongelados e cultivados em
um frasco de cultivo celular de 12,5 cm2. O acompanhamento do crescimento celular foi realizado
com o uso de um microscépio e o meio de cultura trocado periodicamente. Apds o crescimento
completo das células, a dissociacao celular foi realizada por meio da adicdo de 5 mL de tripsina e as
garrafas foram mantidas na estufa de CO:2 por 10 minutos. ApGs esse processo, as células séo
transferidas para tubos falcon de 25 mL e centrifugadas em 2000 rpm, por 10 minutos, para formacao

dos pellets. A contagem de células foi realizada por meio de um contador automatico de células
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(Countess Il FL). Ao determinar a quantidade de células, realizou-se a diluicdo das mesmas em meio
de cultura para realizar o plagueamento da suspenséo celular nas placas de ELISA de 96 pocos.
Determinou-se um valor constante de 30 mil células por poco. As placas de ELISA foram deixadas
por 24 h em estufa de CO2. Apbs esse tempo, os compostos a serem avaliados foram encubados por
24 h em 10 diferentes concentracdes: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19 e 0,097 pg/mL.
Apés o tempo indicado, adicionou-se o reagente de MTT (3 mg/mL) dissolvido em RPMI 1640 sem
fenol por 4 h. Os cristais de MTT formados foram solubilizados com 2-propanol P.A sob agitacdo. A
leitura foi realizada em espectrofotdbmetro de placas ELISA (EZ Read 400 Microplate reader,
BioChrom e Software Adap 2,0 Biocrom) em 562 nm. Os valores de ICso e os graficos foram
calculados pela Dra. Paula Aboud Barbugli, com o uso dos softwares Excel e Prism. Os resultados
das andlises de MTT foram avaliados pelo teste de normalidade (Shapiro-Wilk), seguindo-se de
Andlises de variancias (ANOVA-one way) com pés teste de Tukey, com o nivel de significancia do
5%.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os ensaios para determinacdo da atividade anti-inflamatéria das moléculas foram realizados em
parceria com a Dra. Paula Aboud Barbugli, da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara.
Os compostos foram encubados em placas de 24 pocos contendo cultura de células THP-1
previamente estimuladas com LPS. Avaliou-se duas concentracdes diferentes para cada molécula,
sendo estas 2 e 4 pg/mL, concentragdes ndo citotoxicas avaliadas por meio de um ensaio de
viabilidade celular. Ap6s um periodo de 24 h, o sobrenadante foi removido e utilizado no ensaio de
guantificacdo de citocinas. Para esse ensaio, utilizou-se um kit de citocinas inflamatérias (BD®
Cytometric Bead Array CBA Human Inflammatory Cytokine Cytometric Bead Array), contendo as
respectivas citocinas humanas: IL-8, IL-13, IL-6 e TNFa. As citocinas padrao foram preparadas em 9
concentracdes diferentes sendo estas: 1:256, 1:128, 1:64, 1:32, 1:16, 1:8, 1:4, 1:2 e 1:1 (“top
standard”). A leitura das andlises foi realizada por meio de um citometro de fluxo BD FACSAria®
Fusion Flow Cytomer, lotado na Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara. Os dados
foram analisados por meio do software Prisma, sendo estes calculados pela Dra. Paula Aboud

Barbugli.

3.4 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO (LOG P)

O método utilizado para determinacdo do coeficiente de particao utilizado foi o estabelecido pelo
OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Test No. 117: Partition Coefficient (n-octanol/water),
HPLC Method (OECD Guidelines, 2022). Para este ensaio, foi utilizado um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia da Shimadzu® com um detector UV-VIS. Foi utilizado um modo isocratico de fase
mével [metanol:agua (70:30)] em um fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 20 pyL e o
comprimento de onda utilizado foi de 210 nm. A coluna empregada foi uma C18 de 18 cm. As
substancias anilina (LogP 0,9), acetanilida (LogP 1,0), clorobenzeno (LogP 2,8), naftaleno (LogP 3,6),
bifenil (LogP 4), trefenilamina (LogP 5,7) e DDT (LogP 6,5) foram utilizadas como padrdo para a
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construcdo da curva log K x log P, sendo K o fator de retencao dado pela expressao: (Tr-TO)/TO,
onde, Tr representa o tempo de retengéo da substancia analisada, e TO é o tempo morto, sendo esse
o tempo médio que a fase moével leva para percorrer a coluna cromatografica. A andlise foi realizada

em triplicata.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALICAO IN VITRO DOS COMPOSTOS FRENTE AOS MODELOS CELULARES DE
CANCER DE CABECA E PESCOGO

Os compostos derivados de chalconas foram avaliados em trés modelos celulares: NOK-si
(células normais de cavidade oral), SCC-25 (célula de cancer de cavidade oral - lingua) e Detroit 562
(derivada do liquido pleural de um paciente com carcinoma primario da faringe). Os 13 compostos
foram avaliados inicialmente nos modelos de NOK-si e SSC-25, com 0 objetivo de selecionar as
moléculas mais promissoras que seriam posteriormente avaliadas no modelo Detroit 562

(metastético). Os valores de ICso e indice de seletividade (SI) foram determinados (Quadro 3).

Quadro 3. Moléculas avaliadas frente aos modelos celulares de SCC-25, NOK-si e Detroit 562.

Sl
i ICs0 SSC- | ICs0 NOK- | ICs Detroit | (NOK-
Molécula . )
25 (uM) Si (UM) 562 (uM) | si/SCC-
25)
(I)H 0]
HO O O 139 145 - 1,04
(31)
0]
X
HO\B O O 129,9 127,1 - 0,97
|
OH
(31)
(I)H O
_B N NH,
HO O O 98 105 - 1,07
(33)
)
X NH,
1315 130,7 - 0,99
HO.
B
OH
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(33)
OH 0
B N Br
HO O O 123 130,9 - 0,84
(35)
0
NN Br
HO. O O 80,4 109,4 - 1,36
|
OH
(35%)
OH 0
_B W OH
HO O O 53,28 88,44 - 1,65
(32)
0
W OH
HO. O O 105.2 70,50 - 0,66
|
OH
(32°)
OH 0
B N OCHs
HO O O 18,4 41,4 99,7 225
(34)
o)
N OCHj
HO\B O O 33,8 51,3 - 1,51
|
OH
(34°)
OH 0
B H
O™ N OCHj
27,58 22,1 } 0.80
OCHs
(36)
o)
N OCHj
HO. O O 98,3 77 - 0,78
B OCHj
OH
(36)
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5-Fluoracil

O farmaco utilizado como comparativo dos resultados foi o 5-fluoracil, usualmente utilizado para o
tratamento de CCP. Esse composto foi avaliado nos mesmos modelos celulares que os derivados de
chalconas e apresentou um ICsp = 1,8 mM para o modelo celular de SCC-25. Ao comparar o 5-
fluoracil com o melhor composto da série (34), ICso = 18,4 uM para o modelo celular de SCC-25,
evidencia-se que o composto se mostrou superior ao farmaco. Além disso, o farmaco 5-fluoracil ndo
apresentou seletividade para o modelo celular de cancer, sendo as células normais estatisticamente
mais sensiveis, enquanto que o composto (34) apresentou Sl = 2,2.

Dentre as chalconas avaliadas, as que apresentaram substituicdo no anel B com um Unico grupo
metoxila (34 e 34’) foram as mais promissoras quanto sua capacidade em inibir as células de cancer
com um perfil mais seletivo (Quadro 3). Na imagem de microscopia (Figura 37) é possivel observar
gue apos a incubacao dos compostos, as células de cancer de cavidade oral (SCC-25) apresentaram
0 maior efeito de inibigdo, com uma clara alteracdo em sua morfologia, com indicativo de um

processo de apoptose.
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Figura 45. Imagem de microscopia dos compostos (34) e (34’) frente aos modelos celulares NOK-si e SCC-25, nas
concentragées de 6,25 pg/mL and 3,12 pg/mL, respectivamente, apds 24 horas de incubacéo.

NOK
(Células normais de
cavidade oral)

SCC25
(Células de cancer de
cavidade oral)

Fonte: Elaborado por Dra. Paula Aboud Barbugli

O composto (42) foi testado frente a linhagem de SCC-25, com o objetivo de avaliar a importancia
da presenca do grupo acido borénico na atividade inibitéria dos compostos. Com isso, 0 composto
(42) foi sintetizado tendo seu anel B substituido por uma metoxila, similar ao do composto mais
promissor da série (34), e sem a presenca do acido bordnico no anel A da chalcona. Seu valor de ICso
= 76,0 uM frente ao modelo celular de SCC-25, demonstra que a falta do acido bor6nico em sua
estrutura quimica fez seu valor de ICso ser 4x maior do que o ICso obtido para o composto (34).

Os outros compostos avaliados apresentaram valores de ICso muito superiores ao do composto
(34), além de Sl inferiores, indicando uma baixa seletividade para as células cancerigenas. Com isso,
0 composto (34) foi o Unico selecionado da série para ser avaliado frente ao modelo celular de Detroit
562. Apesar de apresentar uma potencialidade quanto a inibicdo do modelo de cancer de cavidade
oral, no modelo células metastaticas o composto (34) néo foi efetivo, uma vez que seu valor de ICso
para a linhagem Detroit 562 foi superior a linhagem de células normais (Quadro 3). As células
metastaticas normalmente apresentam um desafio para as moléculas no geral, principalmente na
questdo da seletividade (Ganesh, Massagué, 2021). Para que seja possivel otimizar os compostos
visando uma maior potencialidade frente a linhagem metastatica e poder avaliar outros modelos
celulares de CCP, é necessério a elucidacdo do real mecanismo pelo qual essas chalconas estédo
atuando. Assim, uma vez identificado o alvo, novas modificacdes estruturais podem ser planejadas

podendo levar a sintese de compostos mais potentes e seletivos.
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4.2 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS COMPOSTOS

De acordo com os resultados obtidos na avalicdo in vitro das chalconas frente aos modelos
celulares de cancer de cabeca e pescoco, selecionou-se quatro moléculas sendo estas: (32), (34),
(34’) e (42) para o respectivo estudo da atividade anti-inflamatéria. A escolha das moléculas foi
motivada por sua atividade frente ao modelo celular de cancer (SCC-25), sendo os compostos (34) e
(34’) os mais potentes e seletivos da série. O composto (32) demonstrou uma das melhores reacdes
de indice de seletividade (SlI) e por tanto, também foi escolhido. Por ultimo, o composto (42) foi
selecionado com o0 objetivo de avaliar se a remocdo do acido bordnico da estrutura quimica
influenciaria de alguma forma na sua atividade anti-inflamatéria. As moléculas foram ensaiadas nas
concentracdes de 2 e 4 pug/mL, sendo estas ndo citotdxicas frente a linhagem THP-1. Para esse
ensaio, os mondécitos foram estimulados com lipossacarideo (LPS), sendo esta substancia uma
ativadora de genes relacionados a resposta inflamatéria aguda e responsavel por induzir a expressao
de citocinas inflamatorias como TNF, IL-1, IL-6, IL-8, entre outras (Guha, Mackman; 2001). Os

gréficos referentes a cada citocina/molécula foram representados nas Figuras 46, 47, 48 e 49.
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Os resultados demonstraram que de maneira geral, os compostos foram capazes de reduzir
os niveis das citocinas TNF, IL-6 e IL1-B nas concentracdes de 2 e 4 pug/mL, sendo que destas, a
redugdo mais expressiva foi frente a TNF. Os compostos (32), (34) e (34’) reduziram os niveis de TNF
para valores menores que o controle. Curiosamente, o0 composto (42), apesar de demonstrar uma
reducdo expressiva da citocina quando comparado as células estimuladas com LPS, teve uma
resposta inferior que as moléculas (32), (34) e (34’). Estruturalmente, os compostos (34) e (42)
diferem-se apenas pela presenca do acido borénico na estrutura quimica, sendo um indicativo de que
esse grupo foi essencial para que as moléculas apresentassem essa potente reducdo de TNF-a.
Esse mesmo padrao se repetiu para a citocina IL-6, sendo que novamente os compostos (32), (34) e
(34’) apresentaram uma melhor resposta da atividade anti-inflamatoria que (42). Quanto a citocina IL-
18, a diferenca entre as quatro moléculas ndo foi tdo expressiva, sendo que todas apresentaram
capacidade de reduzir a citocina de maneira similar quando comparado as células estimuladas com
LPS. Por fim, quanto a IL-8, os compostos (32) e (34) foram efetivos em reduzir os niveis dessa
citocina quando comparados ao controle. O composto (42) ndao demonstrou nenhum efeito frente a
essa citocina e o composto (34’) foi capaz de aumentar a expresséo de IL-8 nas células estimuladas
com LPS.

4.3 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO (LOG P)

A lipofilicidade de uma molécula é uma propriedade fisico-quimica que esta relacionado com sua
afinidade por ambientes lipidicos. Essa propriedade é de grande importancia dentro do contexto de
“drug design” pois influencia na determinacdo das propriedades de Absor¢éo, Distribuigdo,
Metabolismo, Excrecédo e Toxicidade (ADMET) de um determinado farmaco/candidado a farmaco
(Waring, 2010). A determinacéo da lipofilicidade de uma molécula, principalmente de farmacos, se da
por meio do “coeficiente de particao” (P ou Log P). Para essa determinacdo é possivel adotar
diferentes metodologias, sendo as mais comumente empregadas o método “Shake-flask”, célculos
computacionais e por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A lipoficilidade foi
definida por Lipinski na “Regra dos 5” ou “Regra de Lipinski” que compostos que apresentem valor de
Log P < 5 seriam favoraveis a administracéo oral e valores entre 0 e 3 ideais para absorcao (Lipinski
et al., 1997; Waring, 2010).

A determinacdo do valor de Log P dos compostos foi realizada para todas as chalconas
sintetizadas neste trabalho, totalizando 15 moléculas. Para realizacdo desse estudo, inicialmente
realizou-se a construcdo de uma curva analitica por meio de 7 compostos padrdes com Log P
definidos na literatura (OECD Guidelines, 2022). Os tempos de retencdo dos padrbes foram
determinados por meio de CLAE. No Quadro 1 estdo representados os valores de Log P
determinados experimentalmente para os padrbes e seus valores definidos na literatura, por meio do

guia OECD (OECD Guidelines, 2022) e na Figura 42 esta representado a curva analitica construida.
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Quadro 4. Valores de Log P para os compostos padrdes.

Padrio Log P (OECD Log P (determinado

Guidelines) experimentalmente)
Acetanilida 1 1
Anilina 0.9 0.9
Clorobenzeno 28 2,8
Naftaleno 3.6 3,6
Bifenil 4 4
Trifenilamina 57 5,7
DDT 6.5 6,5

Figura 50. Curva analitica dos padrdes obtida experimentalmente.
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Por fim, com os tempos de retencdo obtidos para cada molécula, o valor de Log P pode ser
determinado por meio da equacdo da reta obtida. Os valores de Log P foram representados no
Quadro 5.

Quadro 5. Valores de Log P determinados experimentalmente

Log P

(experimental)

T |

Molécula
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De maneira geral, pode-se observar que todos os compostos apresentam valores de Log P < 5,
com uma faixa ampla indo de 1,18 até 4,86. Os dois compostos mais promissores frente a atividade
anticancer in vitro, (34) e (34’) apresentaram valores de Log P = 2,92 e 2,81 respectivamente.
Interessante notar a influéncia dos grupos quimicos na lipofilicidade, como na molécula (42) que sem
a presenca do acido borénico leva-se a um aumento do Log P, em 3,73. Com isso entende-se que o
derivado contendo esse grupamento (34), ndo s6 apresentou melhor ICso frente a linhagem SCC-25,
maior seletividade para as células cancerigenas e maior capacidade inibicdo de citocinas
inflamatdrias como também um melhor perfil de lipofilicidade quando comparado ao composto (42).
Por fim, a influéncia do grupo bromo também é notdria nos valores de Log P, uma vez que os

compostos (35), (35%), (37) e (38) apresentaram os maiores valores, indo de 3,46 até 4,86.
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4.4 SINTESE E CARACTERIZAGCAO OS DERIVADOS XANTONICOS

Para obtencao das xantonas substituidas com acidos borénicos, realizou-se duas diferentes rotas
sintéticas. Uma, constituiu-se do uso de reagentes contendo o nucleo xanténico e seus derivados
com o objetivo de realizar uma reacéo de bromocao e levar a obtencéo dos derivados bromados, que
posteriormente foram utilizados para formagcdo do éster borbnico por meio de uma reacdo de
Borilacdo de Miyaura e, por fim, a hidrélise do éster borbnico, com o objetivo de obter os compostos
finais com &cido bordnico. Dentro desta rota sintética, partiu-se inicialmente de trés diferentes
reagentes sendo estes: 9H-xanteno-9-ol (xantidrol) (76), acido 9H-xanteno-9-carboxilico (acido
xanteno-9-carboxilico) (77) e 9-xantenona (xantona) (80). Para realizagdo da reacdo de bromacao
foram utilizadas duas diferentes metodologias sendo estas: uma com o0 uso do reagente N-
bromosuccinimida (NBS) e outra com o uso do bromo (Brz2). Essas reacfes séo caracterizadas como
uma “substituicdo eletrofilica aromatica” (SEAr). No caso da metodologia com uso de NBS, a
liberacédo do Brz se da de maneira mais controlada e lenta, uma vez que o NBS precisa primeiro reagir
com o acido bromidrico (HBr) para levar a formacdo de Br2 no meio racional. Apesar de ser a
metodologia preferencial nesse caso, principalmente por se tratar de um reagente de facil manuseio e
de toxicidade/periculosidade inferior do que o bromo, seu uso ndo resultou na formacéo do produto
2,7-dibromo-9H-xanteno-9-ona (81). Por se tratar de uma molécula de baixa reatividade, o reagente
9-xantenona (80) s6 foi capaz de levar a formacéo do produto desejado com o uso de Br2 em meio de
acido acético e altas temperaturas (110 °C). Durante essa sintese, também foi possivel observar a
formacgao do produto 2-bromo-9H-xanteno-9-ona (81-b), ou seja, o derivado com apenas um atomo
de bromo substituido (monosubstituido). Apesar de ndo ser o produto majoritario da reacéo, 0 mesmo
pdde ser isolado e caracterizado (Tabela 13).

O produto &cido 2,7-dibromo-9H-xanteno-9-carboxilico (79) foi obtido por meio da metodologia
com uso de NBS, &cido acético e temperatura ambiente. Além disso, observou-se o total consumo do
reagente e que ndo houve a formacdo do produto monosubstituido. Uma justificativa € que a
diferenca entre os compostos se da na posi¢cdo 9, sendo uma carbonila ou um carbono sp3
substituido com um grupo &cido carboxilico. O ndcleo da xantona caracterizado pela presenga da
carbonila na posigdo 9 pode ser considerado bastante estavel por ser estabilizado por ressonéncia. O
efeito de ressonéncia ja ndo acontece quando na posicdo 9 existe o carbono sp3 substituido com o
acido carboxilico, o que leva a formacdo de um nucleo de baixa reatividade. Quanto ao padréo de
substituicdo do anel aromatico, as posicfes 2 e 7 sdo favorecidas durante as reacdes de bromacéo,
uma vez que o nucleo das xantonas apresenta uma densidade eletrénica maior nessas posicdes,
podendo ser evidenciado por meio de suas estruturas de ressonancia (Figura 51). A carbonila atua
como um grupo desativante por meio de ressonancia, sendo, portanto, um grupamento meta-
dirigente. O oxigénio por sua vez, atua como um grupo ativante por meio de ressonéncia, sendo,

portanto, um grupo orto e para-dirigente (Figura 51).
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Figura 51. Estruturas de ressonancia das xantonas
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Por fim, o dltimo reagente em que foi realizada a reacdo de bromacdo se tratou do 9H-
xanteno-9-ol (xantidrol) (76), por meio da metodologia com NBS. Ao término da reagéo, esta avaliada
em dois periodos de tempo diferentes: 24 h e 12 h, demonstrou consumo total do reagente de partida,
mas, também, a decomposicdo do nucleo do xantidrol levando a formagdo do nucleo da xantona,
tendo ocorrido, portanto, uma oxidacdo do &lcool secundario para uma cetona. Este produto foi
isolado e caracterizado por RMN, indicando que de fato a decomposi¢&do do ndcleo xantidrol ocorreu.
A decomposicdo do nucleo xantidrol ja havia sido relatada na literatura (Karaman et al., 1989) com
reagentes muito distintos do utilizado neste trabalho, sendo estes alcoois terciarios substituidos com
grupos volumosos como benzil e benzidril, além de condi¢cdes béasicas. Os autores reportaram a
conversdo do nucleo xantidrol em xantona, assim como foi observado neste trabalho (Karaman et al.,
1989). Sugere-se que as condi¢des reacionais, principalmente o meio fortemente &cido, possa ter
auxiliado na decomposi¢do do nicleo xantidrol e que, portanto, para obtencdo do produto bromado
seja necessério reavaliar a metodologia escolhida por uma com uso de um solvente mais compativel
com o reagente e sem a presenca de acidos ou bases fortes.

Os compostos bromados: (79), (81) e (81b) foram caracterizados por meio de RMN de 'H e
13C (Tabela 13). De maneira geral, os compostos apresentam valores de deslocamentos quimicos
bastante similares, principalmente os derivados (79) e (81) por se trataram de moléculas simétricas.
Para o composto (81), os hidrogénios 1 e 8 apresentam deslocamento quimico de 8,43 ppm, sendo
um dupleto com J = 2.4 Hz, indicando um acoplamento em meta; os hidrogénios 6 e 3 apresentaram
deslocamento quimico de 7,81 ppm, sendo um duplo dupleto com J = 8.9 e 2.5 Hz, indicando
acoplamento em orto e meta e por fim, os hidrogénios 4 e 5 apresentaram deslocamento quimico de
7,40 ppm sendo um dupleto com J = 8.8 Hz, indicando um acoplamento em meta (Tabela 13). O
composto (81b) que foi substituido com apenas um atomo de bromo apresenta a maior diferenca

quanto a caracterizacdo por RMN, uma vez que a simetria foi desfeita.
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Tabela 13. Caracterizago estrutural de (79), (81) e (81b) por RMN de *H, 13C, HSQC e HMBC em DMSO-ds € CDCls.

(0]
B788 9a B 0
a
r9r y
7 O
6 3
4
51o.—=\O a~y

10a O 4a

5 4
(81) (81b) (79)
Posicdo  &u (ppm) 5c 51 (ppm) 5c (ppm) 51 (ppm) &c (ppm)
(Ppm)
1 843(d,J= 12924 839(dd,J= 12839 758(d,J=24 132,28
2.4 Hz, 2H) 2.5, 0.4 Hz, Hz, 2H)
1H)
2 - 117,65 - 116,90 - 115,45
3 781(dd,J= 137,98 7,73(dd,J= 136,90 7,51 (dd, J = 132,47
8.9, 2.5 Hz, 8.9, 2.5 Hz, 8.7, 2.5 Hz, 2H)
2H) 1H)
4 740(d,J= 11999  7,34(m,2H) 11917 7.15(d,J=87 119,14
8.8 Hz, 2H) Hz, 2H)
4a - 122,94 - 121,40 - 121,92
5 740(d,J= 11999  7,34(m,2H) 12354 7.15(d,J=87 119,14
8.8 Hz, 2H) Hz, 2H)
6 781(dd,J= 137,98 7,68(ddd,J= 134,44 7,51 (dd, J = 132,47
8.9, 2.5 Hz, 8.7,7.1,1.7 8.7, 2.5 Hz, 2H)
2H) Hz, 1H)
7 - 117,65 8,26 (m,1H) 126,08 - 115,45
8 8,43(d,J= 129,24 7,43 (m, 1H) 117,24  7558(d,J=2.4 132,28
2.4 Hz, 2H) Hz, 2H)
8a - 154,96 - 155,90 - 150,41
9 - 174,93 - 175,83 5,10 (s, 1H) 44,20
%a - 154,96 - 154,80 - 150,41
10a - 122,94 - 122,99 - 121,92
11 - - - - - 172,30

12 - - - - - -

A segunda rota sintética para obtencdo da xantona substituida com &cido borénico tratou-se do
uso do reagente 2,2’,4,4’-tretrahidrobenzofenona (73) sendo este aquecido a 220 °C em uma mufla
durante um periodo de overnight (ou tempo necessario para consumo total do reagente), levando a
obtencdo da xantona 3,6-dihidroxixantona (74) pura, sem necessidade de uma etapa posterior de

purificagdo. A segunda etapa, tratou-se da reacdo entre a 3,6-dihidroxixantona (74) e anidrido
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trifluorometanossulfénico, em meio contendo diclorometano e piridina. Nessa reacdo, caracterizada
como uma substituicdo nucleofilica acilica, a hidroxila do fenol é responsavel por atacar um dos
enxofres do anidrido trifluorometanossulfénico, sendo esta etapa catalisada pela presenca da base,
levando a formacéo de um grupo triflato. A reacéo ao ser acompanhada por CCD, indicou a formacao
de um novo produto com Rf diferente do reagente, sendo este mais polar e com perceptivel diferenca
em diferentes fases organicas testadas. Apés a purificacdo por coluna de bancada, a caracterizacéo
por RMN de 'H e 13C indicaram a obtencdo da xantona di-substituida com o grupo triflato. No
espectro de H do composto 3,6-ditrifilxantona (75), foi possivel observar o desaparecimento das
hidroxilas presentes na 3,6-dihidroxixantona (74) caracterizadas como um simpleto com
deslocamento quimico em 10,82 ppm, além dos sinais dos hidrogénios aromaticos que sofreram um
deslocamento, sendo perceptivel a diferenca ao comparar os dois espectros (Figura 52 e Figura 53).
Este deslocamento é causado pelo fato do triflato ser um grupo mais eletronegativo que a hidroxila,

causando um efeito de desblindagem na densidade eletronica dos hidrogénios aromaticos.

Figura 52. Espectro de RMN de *H do composto 3,6-dihidroxixantona (74) em DMSO-d6.
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Figura 53. Espectro de RMN de *H do composto 3,6-ditrifiixantona (75) em DMSO-d6.
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ApOls a obtencéo dos intermediarios xantdnicos substituidos com bromo e triflato, realizou-se a
posterior etapa de sintética de Borilacao de Miyaura, obtendo no total, quatro derivados de ésteres
borbnicos: (82), (83) e (84) e um, proveniente da reacdo do composto (81b). O uso do composto
(81b), sendo este monosubstituido com bromo, foi efetivo na obtencdo do respectivo derivado de
éster borbnico, sendo obtido puro apdés uma etapa de recristalizacdo em metanol. Sua caracterizagéo
se deu por meio de RMN de 'H e 13C (espectros na secdo de anexos). Mas, apesar disso, como o
composto (81b) se tratou de um produto secundario de reagdo (obtido durante a reacdo de
bromagéo) havia pouca massa disponivel para dar continuidade as etapas subsequentes. Por tanto,
apesar de efetiva a reagdo de borilacdo, levando a formagdo do produto de xantona com éster
borénico monosubstituido, a pouca massa obtida (16 mg) foi utilizada para analises por RMN e
ensaios bioldgicos. O produto final com &cido bor6nico ndo pbéde ser obtido.

A purificac@o dos derivados de éster bor6nicos se deu por cromatografia em coluna tendo como
eluentes acetato de etila e hexano, ou por meio de uma recristalizacdo com uso de metanol. Porém,
apesar da recristalizacao ter sido efetiva, este ndo é o melhor método de purificacdo para esses
compostos uma vez que os cristais demoram de um até dois dias para formar e nem todo produto
acaba por precipitar. A caracterizacéo estrutural foi realizada por meio de RMN de 'H e *3C. Os sinais
caracteristicos do grupo éster bordnico foram identificados de maneira similar em todos os espectros
dos respectivos compostos e com isso, selecionou-se um Unico composto para discussdo. O
composto (84) apresentou na regido dos hidrogénios arométicos trés sinais em on = 8,32 (d, J = 7.9
Hz, 2H); 7,94 (s, 2H) e 7,77 (d, J = 7.9, 0.9, 2H), sendo estes provenientes dos hidrogénios do ndcleo
da xantona e um sinal em &1 = 1,39 (s, 24 H) proveniente dos hidrogénios do éster borbnico (Figura

54). Além disso, no espectro de 2C, também foi possivel observar os sinais em &c = 84,3 e 24,9,
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sendo estes caracteristicos do carbono quaternario e dos carbonos das metilas presentes no

grupamento éster borénico.

Figura 54. Espectro de RMN de *H do composto 3,6-bis(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-9H-xanten-9-ona (84) em
CDCls.
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Por fim, para obtencdo dos compostos finais derivados de &cidos borbnicos, 0s respectivos
ésteres (85), (86) e (87) reagiram com dietanolamina (DEA) em meio de éter e posteriormente, acido
cloridrico (0,1 M) para hidrélise (Sun, Perfetti, Santos; 2011). Durante a primeira etapa, o éster
borbnico reage com a DEA levando a formacédo de um intermediario de boro-DEA (éster borénico de
dietanolamina), em que o boro adquire uma hibridizacédo sp® (Figura 55) (Sun, Perfetti, Santos; 2011).
O acompanhamento reacional feito por CCD indicou o consumo do reagente e a precipitacdo do
intermediério boro-DEA. A segunda etapa da reacdo consistiu na adicdo de HCI (0,1 M) levando a

hidrélise do intermediario boro-DEA e obtencdo do composto final na forma de acido bordnico.

Figura 55. Transesterificagdo do éster bordnico na presenca de DEA, levando a formacé&o do intermediario boro-DEA. A adi¢do
de HCl leva a obtencao do &cido bordnico por meio da hidrolise.

DEA HCI (0,1 M)

E—
—_—

B O\B/O
e N - B\
o 0 &,QO HO™~ “OH



108

Ao fim da reacdo e apls a realizacdo da extracdo liquido-liquido utilizando agua e éter, os
produtos (85) e (87) foram obtidos, sem uma etapa posterior de purificagdo. O composto (86) apesar
da caracterizagao por RMN de !H e IV indicar a obtencéo do produto desejado, nao foi obtido puro e,
portanto, sua caracterizacdo completa nao foi realizada. Tentou-se uma etapa de purificacdo por meio
de cromatografia preparativa com eluentes: acetato de etila e hexano nas propor¢des 5:5 (ou 1:1).
Apesar do isolamento da mancha de interesse ter sido efetiva ao utilizar a placa preparativa, houve
grande dificuldade em solubilizar o composto nos solventes organicos para sua separacao da silica, o
que resultou em uma quantidade muito pequena de produto. A caracterizacdo estrutural dos
compostos (85) e (87) foi realizada por meio de RMN de 1H, 13C, HSQC e HMBC e infravermelho (IV).
Como os compostos apresentam uma grande similaridade quanto aos sinais, apenas o (87) sera
discutido. Os sinais caracteristicos do nucleo da xantona na regido dos hidrogénios aromaticos foram
caracterizados em &1 = 8,15 (d, J = 7.9 Hz, 2H); 7,82 (dd, J = 7.9, 1.0 Hz, 2H) e 8,04 (d, J = 1.0 Hz,
2H) sendo os hidrogénios 1 e 8, 2 e 7, 4 e 5, simétricos. Os hidrogénios nas posicfes 1 e 8 acoplam
apenas em orto (J = 7.9 Hz), os hidrogénios 2 e 7 acoplam em orto e meta (J = 7.9, 1.0 Hz) e os
hidrogénios 4 e 5 acoplam em meta (J = 1.0 Hz). Os quatro hidrogénios dos dois acidos borénicos da
molécula foram caracterizados como um simpleto em 8,52 ppm com integracéo para 4H (Tabela 14).
Quanto ao IV, na regido em 3400 cm é possivel observar uma banda larga e intensa caracteristica

das hidroxilas do &cido borénico (espectro na sec¢do de Anexos).

Tabela 14. Caracterizago estrutural de (85) e (87) por RMN de *H, 13C, HSQC e HMBC em DMSO-d.

12

(85) (87)
&1 (ppm) &c (ppm) 51 (ppm) 6c (ppm)
1 7,80(d,J=1.6 135,65 8,15 (d, J = 7.9 Hz, 2H) 124,43
Hz, 2H)
2 - 128,92 7,82(dd,J=7.9,1.0 128,99
Hz, 2H)
3 7,75 (dd, J = 8.2, 134,90 - 143,01
1.6 Hz, 2H)
4 7,12(d,J=8.2 115,49 8,04 (d, J = 1.0 Hz, 2H) 123,31
Hz, 2H)
4a - 152,17 - 155,12
5 7,12(d,J=8.1 115,49 8,04 (d, J = 1.0 Hz, 2H) 123,31
Hz, 2H)
6 7,75 (dd, J = 8.1, 134,90 - 143,01

1.5 Hz, 2H)
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7 - 128,92 7,82 (dd, J=7.9, 1.0 128,99
Hz, 2H)
8 7,80 (d, J=16 135,65 8,15 (d, J = 7.9 Hz, 2H) 124,43
Hz, 2H)
8a - 118,45 - 122,10
9 4,97 (s, 1H) 44,57 - 176,39
9a - 118,45 - 122,10
10a - 152,17 - 155,12
11 - 173,18 8,52 (s, 4H) -
12 - - 8,52 (s, 4H) -
13 8,03 (s, 4H) 8,52 (s, 4H) -
14 8,03 (s, 4H) 8,52 (s, 4H) -
15 8,03 (s, 4H) - -
16 8,03 (s, 4H) - -

5. CONCLUSAO

Neste trabalho, 13 chalconas derivatizadas com &acido bordnico foram avaliadas in vitro para
determinacéo de sua atividade anti-cancer. Das 13 chalconas avaliadas, destaca-se o composto (34)
sendo esse 0 mais ativo da série com ICso = 18,4 pM frente ao modelo de cancer de cavidade oral
(SCC-25) e Sl >2,0. Essa mesma molécula foi avaliada em outro modelo celular, Detroit-562, sendo
esse modelo metastatico, com ICso = 99,7 uM. Das 13 chalconas avaliadas frente a atividade anti-
cancer, 4 foram selecionadas para avaliagdo da atividade anti-inflamatéria. De maneira geral, todas
apresentaram capacidade de reduc¢éo das citocinas TNF-q, IL-6 e IL1-B, sendo que a molécula menos
efetiva foi a (42), evidenciando que a auséncia do &cido bordnico em sua estrutura reduziu seu efeito
anti-inflamatério quando comparado as outras chalconas avaliadas. Por fim, o valor de Log P
experimental foi determinado para os compostos com uma faixa de 1,18 até 4,86, sendo, portanto,
todos abaixo de 5. O composto mais ativo da série (34) apresentou um valor de Log P = 2,92 sendo
esse um valor satisfatério, que pode indicar uma boa capacidade da molécula em atravessar as
camadas bilipidicas das células por meio de difusdo passiva. Por fim, conclui-se que as chalconas da
série sdo prototipos interessantes para modificacdo estrutural, com destaque ao composto (42). A
elucidacdo do mecanismo de acdo frente a atividade anti-cAncer € um ponto decisivo para propor
novas modificacdes que visem a obtencdo de um composto mais potente e seletivo frente a esse
modelo celular.

Quanto a série das xantonas, foram sintetizados e caracterizados dois compostos finais sendo
estas xantonas derivadas de acidos bordnicos, com rendimentos médios de 55-60%. Os compostos
finais bem como os intermediarios sintéticos serao avaliados in vitro com objetivo de determinar a

propriedade anti-cancer dessas moléculas.
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