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RESUMO

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 13% da populacéo
mundial € classificada como obesa (2016). Consequentemente, ha um elevado gasto
em saude para os cofres publicos e para a populacdo de modo geral, visto que a
obesidade € uma doenca multifatorial, a qual estd diretamente relacionada com
doencas cardiometabolicas. O tratamento da obesidade pode ser realizado com
reeducacdo alimentar, atividade fisica regular e psicoterapia, mas quando hé
distarbios metabdlicos/psicolégicos e/ou elevados riscos cardiometabdlicos, se fazem
necessarias intervengbes medicamentosa e cirdrgica. Uma alternativa aos
tratamentos atualmente utilizados € modular o Sistema Endocanabindide, através da
inibicdo da enzima sn-1-Diacilglicerol lipase a (DAGL-a), principal responsavel pela
producdo de 2-araquidonoilglicerol (2-AG), que é diretamente responsavel pela
ativacado de receptores CB1, que por sua vez, tem como funcdo o controle do apetite,
contornando assim os efeitos adversos observados na atuacgéo direta sobre o receptor
em questdo. No presente projeto de pesquisa foram realizados estudos
computacionais e a sintese de novos derivados sulfonamidicos candidatos a
inibidores da enzima DAGL-a. A etapa de estudos in silico da enzima DAGL-a e dos
derivados sulfonamidicos propostos, foi realizada por meio da abordagem SBDD
(structure-based drug design), visando compreender o0s requisitos estruturais
necessarios para a atividade inibitéria, uma vez que se busca inibicdo competitiva, e
finalmente a triagem virtual de 84 compostos planejados. Nesse contexto, foi realizada
a validacdo e andlise meticulosa do modelo empregando a enzima Penicillium
camembertti lipase (PCL), dada a indisponibilidade da estrutura cristalografica de
DAGL-a humana, utilizando substancias da literatura com atividades in vitro
conhecidas. Apés avaliagdo das quatro funcbes de pontuacdo pertencentes ao
programa GOLD (GoldScore, ChemScore, ChemPLP e ASP), observou-se que a
funcdo ASP forneceu a predicéo de interacbes com potencial capacidade de discernir
ligantes ativos e inativos, propiciando a selecdo de 8 compostos com promissora
atividade inibitéria frente a enzima DAGL-a para a etapa de sintese. Dentre eles, 3
substancias foram obtidas com elevado grau de pureza através de uma Unica etapa e
0S outros 2 compostos por meio de 4 etapas de reacdo, envolvendo irradiacéo por
micro-ondas na ultima etapa.

Palavras-chave: Obesidade; DAGL-a; Sulfonamidas; Receptor CB1; Sistema
Endocanabindide; Ancoragem Molecular; Triagem virtual, Planejamento Racional e
Sintese.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), ca. 13% of the world population
can be classified as obese (2016). Consequently, the government expenses regarding
to health of population are high, because obesity is a multifactorial disease, which is
directly related with cardiometabolic diseases. The treatment of obesity can be
conducted through changes in food intake, practice of physical activities regularly and
psychotherapy, however when metabolic or psychological disturbs and/or increased
cardiometabolic risks, approaches related with the use of drugs and/or surgery are
required. An alternative to replace the current treatments is the modulation of the
Endocannabinoid System, through the inhibition of the sn-1-diacylglycerol lipase alpha
(DAGL-alpha), the main character for the production of 2-arachidonoylglycerol (2-AG),
which is directly responsible by the activation of CB1 receptors. Then, the modulation
of CB1 can control appetite, avoiding deleterious effects observed when bioactive
compounds modulate CB1 directly. In this research project were performed
computational studies and synthesis of novel sulfonamide candidate inhibitors of the
enzyme DAGL-a. The step of an in silico study of DAGL-a and bioactive compounds
retrieved from literature was performed by SBDD approach (structure-based drug
design), to understand the required structural features for the inhibitory activity,
followed by Structure Based Virtual Screening (SBVS) of the novel designed
derivatives. In this context, the validation and detailed assessment of a in silico model
IS necessary, by using Penicilium Camembertti lipase (PCL), because of the
unavailability of the crystallographic structure of human DAGL-a. After assessing the
four scoring functions belonging to the GOLD program (GoldScore, ChemScore,
ChemPLP and ASP), it was observed that ASP scoring function provided the prediction
of interactions with potential ability to discriminate active and inactive ligands, allowing
the selection of 8 compounds with promising inhibitory activity against the DAGL-a
enzyme for the synthesis step. Among them, 3 substances were obtained with a high
degree of purity through a single step and the other 2 compounds were obtained by 4
reaction steps, involving microwave irradiation in the last step.

Keywords: Obesity; DAGL-a; Sulfonamides; CB1 receptor; Endocannabinoid System;
Molecular Docking; Virtual Screening; Planning and Synthesis.
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SBDD: Design de farmacos baseado na estrutura do receptor (do inglés, structure-
based drug design)

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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1. INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE: DADOS ESTATISTICOS E DIAGNOSTICO

A obesidade pode ser definida como o acumulo de tecido adiposo de forma
anormal ou excessiva, gerado por meio do desequilibrio energético entre o consumo
e 0 gasto de calorias, que implica no surgimento de inflamacéo crénica, acarretando
em riscos a saude, incluindo distarbios como a sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares, entre outras comorbidades.>? Seu diagnéstico pode ser feito, a
principio, pelo calculo do indice de massa corporal (IMC), obtido através da razéo
entre a massa corporal e o quadrado da altura (Kg/m?). Conforme proposto pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) na classificacdo internacional para adultos,
caracteriza-se como obesidade valores de IMC acima de 30.3

Outro método igualmente difundido € a medida da circunferéncia abdominal
que, juntamente com o IMC, traz uma interpretacdo mais concisa dos niveis de
gordura corporal,* uma vez que os valores de referéncia utilizados para avaliacéo de
riscos cardiometabdlicos dependem da distribuicdo da gordura corporal, bem como
do género do individuo; para o masculino, valores acima de 102 cm apresentam risco
elevado; para o feminino, valores acima de 88 cm apresentam alto risco, segundo o
Programa Nacional de Educacéo sobre o Colesterol (NCEP) — Painel de tratamentos
para adultos lll (ATP-I1).5¢ Existem ainda outros métodos de avaliacdo, como a
pesagem hidrostética, ultrassonografia, técnicas de imagem, como ressonancia
magnética, tomografia computadorizada. Contudo, estas técnicas se mostram
limitadas quanto a pratica clinica e apresentam custo elevado para a sua constante
aplicabilidade.*

Segundo a OMS, em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos tinham excesso de
peso, sendo mais de 650 milhGes de obesos, perfazendo um total de 13% da
populacdo mundial.? No Brasil, dados obtidos através da Pesquisa Nacional de Saude
(PNS), disponibilizados em 2015 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), estimam que mais da metade da populacéo brasileira apresenta sobrepeso
(56,9%), enquanto que desse total 20,8% é obesa.’

Em decorréncia do aumento no nimero de individuos com excesso de peso e
obesidade, aumentam-se 0s gastos em saude, especialmente com medicamentos e

planos de saude. Essa elevacdo nos gastos pode estar relacionada diretamente a
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obesidade, bem como as doencas associadas.® De acordo com Bahia et al., no
periodo entre 2008 e 2010, os gastos totais por ano no Brasil com todas as doencas
relacionadas ao sobrepeso e a obesidade foram de US$ 2,1 bilhdes, sendo US$ 1,4
bilhdo, devido a internacbes e US$ 679 milhBes devido a procedimentos
ambulatoriais.® Os impactos econémicos da obesidade vdo muito além do tratamento
da doenca em si e estao interligados com varios outros fatores, como tratamento de
doencas crénicas nao transmissiveis, infecciosas e doencas psiquiatricas, além
daquela diretamente ligada a obesidade, denominada sindrome metabdlica.

A obesidade traz inUmeros impactos associados ao acumulo de gorduras, como
doencas respiratérias, metabdlicas, neurologicas, renais, além de um transtorno
complexo representado por um conjunto de fatores de riscos cardiovasculares,
relacionados ao depdsito central de gordura e a resisténcia a insulina, conhecida como
sindrome metabdlica.> A Tabela 1, demonstra mais detalhadamente a relagédo entre
0S componentes que caracterizam a sindrome metabdlica e seus niveis limites,
segundo o Programa Nacional de Educacdo sobre o Colesterol — Painel de

tratamentos para adultos Ill, disponibilizado pela Associacéo Brasileira de Cardiologia.

Tabela 1: Classificacao dos niveis limites dos componentes da sindrome metabdlica.t°
Componentes da sindrome metabdlica segundo NCEP-ATP Il

Componentes Niveis
Circunferéncia abdominal Homens: > 102 cm / Mulheres: > 88 cm
Triglicerideos > 150 mg/dL
Colesterol HDL Homens: < 40 mg/dL / Mulheres: < 50 mg/dL
Pressao arterial > 130/85 mmHg
Glicemia de jejum =110 mg/dL

Esse transtorno € caracterizado principalmente pela resisténcia a insulina, que
juntamente com dois ou mais componentes listados na Tabela 1, aumentam 0 risco
cardiometabdlico, bastante evidenciado em individuos obesos.>°

A insulina tem demonstrado ser um importante regulador da homeostase
energética e do metabolismo lipidico. Além disso, ela se encontra em niveis altissimos
em individuos obesos (hiperinsulinemia), evidenciando, nesse caso, a incapacidade

desse hormoOnio de promover o metabolismo natural de glicose,'*'? bem como
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aumento da producgédo hepatica desse agucar e alteracdo no metabolismo de lipideos
e proteinas.!!

H4, ainda, um efeito pré-aterogénico causado pela hiperinsulinemia,! que pode
ser exacerbado pela diminuicdo dos niveis de Colesterol HDL (High-density
lipoportein), uma vez que essa lipoproteina plasméatica parece afetar potencialmente
as vias de inflamacdo de varios componentes-chave do complexo macromolecular
denominado inflamassoma, diminuindo sua expressao por meio da inibicdo da sua
ativacdo, mostrando que o HDL em altos niveis, pode prevenir doencas
cardiovasculares, como aterosclerose (enrijecimento das artérias) e hipertensédo
arterial 314

Altos niveis de triglicerideos parecem alterar de maneira significativa o risco de
doencas cardiovasculares, aumentando-o, principalmente em associacdo com baixos
niveis de HDL.'®> Além disso, essa classe de lipoproteinas parece estar relacionada
com doencas no figado, como esteatose hepétical® e aumento dos niveis séricos de
insulina.

Ademais, encontram-se ainda diversas comorbidades associadas ao excesso
de peso, como diabetes tipo 2, dislipidemia, apneia do sono, altera¢cdes 6sseas, entre
outras,* que devem ser acompanhadas e analisadas juntamente com a perda ou
aumento de peso, pois estes fatores podem influenciar na resposta terapéutica, bem

como na qualidade de vida do individuo.

1.2 CAUSAS E FISIOPATOLOGIA DA OBESIDADE

Dentre as hip6teses levantadas para explicar a causa da obesidade, tem-se 0s
fatores genéticos e os fatores ambientais, destacando-se o estilo de vida e os habitos
alimentares, além de fatores emocionais.*

Globalmente, tem havido aumento da ingestdo de alimentos industrializados
altamente caldricos e ricos em gordura e aumento consideravel na inatividade fisica
devido a natureza cada vez mais sedentaria de muitas formas de trabalho, mudanca
de modos de transporte e aumento da urbanizagéo, o que fez com que a prevaléncia

mundial da obesidade quase triplicasse entre 1975 e 2016. ?
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Um dos fatores relacionados a esse fendmeno é o aumento da ingestao de
frutose, carboidrato metabolizado pelo figado em uma via distinta a da glicose (Figura
1).
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Figura 1: Diagrama das reacdes enzimaticas catabélicas envolvendo glicose e frutose.1”18

Setas tracejadas indicam mudltiplas etapas.
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Nesta via, demostrada pela Figura 1, nota-se a diferenca entre o metabolismo
da frutose (1) e da glicose (2), principalmente pelas rea¢Ges enzimaticas que ocorrem
nas etapas iniciais. Sendo, assim como a glicose, metabolizada no figado, a frutose
é convertida em frutose-1-fosfato (3) pela enzima frutoquinase (ou frutokinase), que é
entdo dividida em gliceraldeido (5), convertido para gliceraldeido-3-fosfato (9) e
depois em fosfato de di-hidroxiacetona (8), pela frutose-1-fosfatoaldolase, ambos séo
mandados para diversas vias metabdlicas, podendo formar substratos energéticos
como, glicose, glicogénio, acidos graxos, entre outros. Ocorre também a formacao de
maior quantidade de piruvato (10), ja que os processos de metabolizacdo da frutose
contornam o principal agente limitante da glicélise, a enzima fosfofrutokinase (PFK),
0 que pode estimular a lipogénese hepatica e posteriormente a producéo de acidos
graxos (triglicerideos), levando a dislipidemia, um fator de risco comum e proeminente
para doencas cardiovasculares. Além disso, a elevada absor¢céo e fosforilagdo da
frutose podem levar a diminuicao de fosfato intracelular, ocasionando em aumento da
producdo de acido darico, componente bastante presente em complicacdes
metabdlicas. Essas discrepancias no metabolismo hepatico da frutose podem
sobrecarregar o figado, ocasionar acumulo de gordura nos adipécitos, contribuindo
para a resisténcia a insulina, aparecimento de inflamac¢des cronicas, aumento do nivel
de lipideos no sangue (hiperlipidemia) e posteriormente no desenvolvimento de
doencas metabdlicas.?:19:20.21,22

Além do desequilibrio metabdlico, também se pode citar os desequilibrios
neuroquimicos. Pois, além de modular comportamentos e emocgdes, 0 Sistema
nervoso central (SNC), principalmente o hipotalamo, esta intimamente ligado a
homeostase do balangco energético, interagindo com tecidos periféricos, como
pancreas, figado, tecido adiposo e intestino,?® de onde partem sinalizadores
periféricos, como insulina e leptina, para levarem informacfes ao SNC, considerando
o estado energético do organismo.'?24 Mais especificamente no nicleo arqueado do
hipotadlamo (Arc), se encontram duas populacdes neuronais responsaveis pela
expressao de neuropeptideos com efeito direto na homeostase do consumo e gasto
de energia, os anorexigenos (POMC) e os orexigenos (AgRP e NPY). Destaca-se
ainda, a interacéo existente da leptina (12) (Figura 2) e insulina com esse sistema de
neurdnios, mediada pelos receptores LepR-b e InsR, favorecendo a produgéo de

neuropeptideos que agem nos receptores AgGRP/NPY, por meio da baixa expressao
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da insulina, aumentando a orexia, enquanto o hormdnio peptidico leptina (12) estimula
a atividade de POMC, diminuindo o apetite.?425

Hormonio peptidico composto por 167 residuos de aminoacidos, descoberto
em 1994,%6 a leptina (12) (Figura 2) ou proteina ob, produzida majoritariamente no
tecido adiposo, apresenta importante papel na regulacdo do balangco energético,
agindo como sinalizador periférico, indicando ao hipotalamo?’ o decréscimo da fome
apos a ingestdo de alimentos. Contudo, nos individuos obesos esse processo hao
ocorre, sendo consequéncia da resisténcia a leptina. Conhecida como
hiperleptinemia, a resisténcia a leptina indica a falha na sinalizacdo desse peptideo,
uma vez que se encontra expresso em niveis superiores nesses individuos, sem a
esperada anorexia, proveniente dessa expressdo.'? Mutacdes no gene receptor de
leptina, responsavel por transmitir o sinal de ligagdo com a mesma para dentro da
célula - LepR-b ou Ob-Rb - com o intuito de suprimir sua expressao, indicaram
aumento consideravel no tecido adiposo de ratos, levantando-se a hipétese do gene
ob-ob (nome derivado do conjunto de ratos ob/ob com comprovada deficiéncia de
leptina),?®2° pois a leptina ndo participa somente na regulacdo da ingestdo de
alimentos como um fator de saciedade, mas também no gasto energético, uma vez
gue em animais que apresentam deficiéncia no gene ob, observa-se um conjunto de

sintomas e manifestacdes clinicas semelhante a obesidade.*

(12)

Figura 2: Estrutura tridimensional da leptina (12) (PDB ID 1AX8) a esquerda e modelo tedrico da
estrutura tridimensional da grelina (13) (PDB ID 1P7X), a direita.

Outro importante peptideo associado a regulacdo e controle do balanco
energético € a grelina (13) (Figura 2), que age de forma oposta e complementar a

leptina, sendo sintetizada principalmente no estbmago.3'3? Tschop e colaboradores
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descobriram, em 2000, que a grelina ndo atuava somente como ligante endégeno do
receptor do secretagogo do hormonio do crescimento, mas também como regulador
da ingestdo de alimentos, peso corporal, adiposidade e metabolismo energético.3?
Posteriormente, foram descritos varios sistemas a niveis central e periférico
modulados por esse importante horménio peptidico, tais como: estimulacdo da
motilidade intestinal e secrecdo acida gastrica, modulacdo do sono, sensacao
gustativa, regulacdo do metabolismo da glicose, modulagcédo do estresse, ansiedade,
além de melhoria das fun¢@es cardiovasculares, como vasodilatacéo e contratilidade
cardiaca.34

Envolvendo diversos circuitos neurais, a grelina inibe, no Arc, a atividade dos
neurénios que estimulam POMC, enquanto aumenta a atividade dos neurbénios que
expressam AgRP/NPY, sendo demonstrado por Chen e colaboradores a importancia
desses orexigenos no comportamento alimentar.2>3¢ Além do Arc, outros locais do
hipotalamo sédo afetados pela acédo da grelina, alterando o balanco energético. Um
deles, demonstrado por Kola e colaboradores, é a liberacdo de endocanabindides,
juntamente com o acréscimo da atividade da proteina cinase ativada por AMP
(adenosina monofosfato) hipotalamica (AMPK), tendo o receptor canabindide CB1
envolvido. Ademais os dados fornecidos por esse estudo sugerem que a interacao
entre a grelina e o sistema endocanabindide (SEC) é determinante para o efeito
indutor de apetite.3437

Ha também outros importantes sistemas com neurotransmissores e horménios,
atuando de modo a inibir ou exacerbar o ganho de peso. Dentre eles podem-se citar
a serotonina (14),%8 o &acido gama-aminobutirico (GABA) (15),%° o peptideo-1

semelhante ao glucagon (GLP-1) (16),%° representados na Figura 3.
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Figura 3: Estruturas quimicas dos neurotransmissores serotonina (14), acido gama-
aminobutirico (GABA) (15) e do peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) (16).
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Os efeitos mediados pela serotonina (14), provém de 14 subtipos diferentes de
receptores, classificados em sete familias principais, 5-HT1.7.4! Gragas a estudos com
agonistas que aumentam a liberacdo pré-sinaptica de serotonina e blogueiam sua
recaptacdo, foi possivel validar os receptores de serotonina 5-HT2c como alvos
farmacoldgicos para controle de apetite e subsequente perda de peso, ja que sua
expressdo parece estar restrita ao SNC.#142 Além disso, existe forte interacdo entre
AgRP/NPY e 5-HT, indicando baixos niveis desse sistema de neurbnios, apds
tratamento com agonistas desse receptor especifico,*® acarretando na reducéo do
apetite e consequentemente na perda de peso.

O neurotransmissor inibitorio predominante no SNC, conhecido como GABA
(15), atua em dois tipos de receptores: receptores GABAAa ionotropicos (GABAARS),
localizados principalmente nos neurénios pos-sindpticos e receptores metabotropicos
GABAs (GABA&RS), que desempenham, assim como 0 proprio neurotransmissor,
papel importante na homeostase energética, principalmente pelo fato dos neurdnios
AgRP e POMC serem GABAEérgicos e interagirem fortemente com outros hormonios,
como a leptina. Visto que, esse hormonio peptidico estimula a acdo dos neurbnios
POMC, reduzindo a liberagdo de GABA dos neurdnios AgRP.3944

O peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) (16) é um horménio incretina,*®
liberado predominantemente do intestino delgado em resposta a ingestdo de
alimentos. Além de reduzir as glicemias (de jejum e poOs-prandial) e aumentar a
secrecédo de insulina dependente de glicose, o0 GLP-1 demonstrou inibir a secre¢ao de
glucagon e o lento esvaziamento gastrico. Além disso, estudos néao clinicos e clinicos
demonstraram aumento da saciedade, reducéo da ingestao alimentar e subsequente
reducdo no peso corporal apos a administracdo de GLP-1, levando a investigacbes
sobre o seu potencial para o tratamento da obesidade.*>46

1.3 O TRATAMENTO MEDICAMENTOSO

Existem inimeras abordagens recomendadas para o tratamento e prevencao
da obesidade, dentre elas se destaca o tratamento convencional, que se baseia em
alteracbes comportamentais relacionadas aos habitos alimentares, a exercicios
voltados ao aumento do gasto calorico (incluindo atividade fisica regular), psicoterapia

e reeducacdao alimentar, juntamente com orientagdes nutricionais focadas na ingestao
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de alimentos mais saudaveis, mas ha casos onde néo se obtém resultados adequados
com as abordagens supracitadas, sendo necessaria a busca por alternativas e
tratamentos mais rigorosos.

Uma das alternativas, conhecida como intervencdo terciaria, € a cirurgia
bariatrica,* aplicada a individuos em estagios mais graves, com IMC igual ou maior
que 40 Kg/m?, associada a comorbidades cardiovasculares com altos niveis de
mortalidade que, apés rigorosa avaliacao, pode ser eventualmente melhorada com a
perda de peso induzida cirurgicamente. Ademais, esse tipo de intervencdo também
pode englobar um regime mais rigido de refeicdes com baixissimas calorias, além da
utilizacdo de medicamentos antiobesidade.*

Existem ainda situacdes onde as intervenc¢des cirargicas e as dietas de baixas
calorias ndo sdo aplicaveis, tornando a medicacdo o Unico recurso disponivel ao
individuo obeso. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em
2017, os quatro farmacos registrados para o tratamento da obesidade no Brasil eram

sibutramina (17), orlistat (18), lorcaserina (19) e o peptideo liraglutida (20),%" ilustrados

pela Figura 4.
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Figura 4: Estruturas quimicas, constantes de afinidade e concentracao inibitéria de alguns

dos farmacos registrados no Brasil para o tratamento da obesidade, segundo a ANVISA.47
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A sibutramina (17), foi sintetizada pela primeira vez em 1980, inicialmente
voltada para uso como antidepressivo, agindo como inibidor de recaptacdo de
serotonina e noradrenalina (SNRI), permitindo que esses neurotransmissores
permanecam na fenda sindptica, promovendo a sensacdo de saciedade.*®4°
Aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1997, a sibutramina n&o causa
dependéncia psiquica nem quimica, contudo seu uso nao deve ser recomendado para
pacientes obesos com doencas cardiovasculares e deve ser feito com monitoramento
constante a pacientes que apresentam hipertensdo arterial.**° Efeitos colaterais
comumente relatados séo, insdnia, ndusea, boca seca e constipagéo.°

Aprovado em 1999 pela FDA, o orlistat (18) (THL — tetraidrolipstatina) age
focado na reducdo da medida da circunferéncia abdominal e consequentemente na
diminuicdo dos riscos de doencas cardiometabdlicas. Sua utilizacdo é muitas vezes
associada a problemas gastrointestinais, como descarga de gordura, flatuléncia
excessiva e urgéncia fecal, devido principalmente ao seu mecanismo de acao, além
da reducéo de absorcao de vitaminas lipossollveis, sendo necessaria a administracao
concomitante com multivitaminicos durante seu tratamento a longo prazo.*>!

Agonista do receptor de serotonina 2C (5-HTzc), a lorcaserina (19), aprovada
pelo FDA em 2012, demonstrou eficacia no tratamento da obesidade,®? por meio da
ativacdo desses receptores, através do sistema de neurénios POMC e AgRP/NPY 4243
além da diminuicdo dos niveis de colesterol total e triglicerideos.*?> Contudo, estudos
de Fase 3 mostraram que efeitos colaterais como nausea, cefaleia e tontura estao
entre 0os mais comuns e sua incidéncia aumenta consideravelmente em doses
supraterapéuticas.*25?

Indicada para individuos obesos ou com IMC >27 kg/m? com comorbidades, a
liraglutida (20) leva a melhoria consideravel de parametros glicémicos, pressao arterial
e niveis lipidicos, com consequente reducgdo de riscos cardiovasculares, assim como
aumento da qualidade de vida, uma vez que sua administracdo é indicada em conjunto
com modificagdo de estilo de vida, como dietas mais saudaveis e exercicios fisicos. A
liraglutida € um analogo de GLP-1 com uma sequéncia de aminoacidos com 97% de
homologia em relagdo ao GLP-1 nativo, divergindo apenas pela substituicdo do
residuo de lisina (Lys, K) pelo amino&cido arginina (Arg, R) na posi¢do 34 e na adi¢ao
de acido glutamico, juntamente com uma extensa cadeia carbbnica (16 carbonos)

ap6s o aminoacido K26.5354 Foi inicialmente desenvolvida para controle glicémico do
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diabetes, se mostrando mais tarde bastante eficaz para a diminui¢cdo do peso corporal,
independente do aumento anormal de glicose no sangue, além de reduzir o risco
dessa doenca metabdlica associada a obesidade, sendo aprovada pelo FDA em 2014
para essa finalidade. Mesmo sendo muito bem tolerada, seus efeitos adversos mais
reportados séo gastrointestinais, como nausea, diarreia e constipacao, que podem ser
mitigados com a alteracéo da dose ingerida.*4®

Outro farmaco importante, utilizado como agente antiobesidade, foi o
rimonabanto (21) (Figura 5), aprovado em 2006 pelo FDA, sendo o primeiro
bloqueador do receptor CB1, com alta afinidade para o0 mesmo e potencial reducao
da ingestédo alimentar, medida da circunferéncia abdominal e niveis de colesterol e
triglicerideos. Contudo, seus efeitos adversos mais frequentes sdo: nausea, tontura,
diarreia, insénia e principalmente distarbios psiquiatricos, incluindo depresséo e
ansiedade, podendo levar a descontinuacdo de seu uso.50:51,55

H3;C
(o o

7 ) NN
N—N H

Cl

Rimonabanto (21)
Cl K;=5,4 nM
(Antagonista do receptor CB1)

Figura 5: Formula estrutural e constante de afinidade do farmaco Rimonabanto (21).56

Devido aos graves efeitos colaterais relacionados aos farmacos citados,
intensificam-se as buscas por novas alternativas terapéuticas que possam reduzir o
peso corporal e/ou minimizar os fatores de risco cardiometabdlicos para o tratamento
da obesidade. Neste contexto, a modulacdo do Sistema Endocanabinoide afetando
indiretamente o receptor CB1, por meio da inibicdo da enzima sn-1-Diacilglicerol lipase

alfa (DAGL-a), apresenta-se como uma estratégia promissora para essa finalidade.



29

1.4 O SISTEMA ENDOCANABINOIDE NO CONTEXTO DO CONTROLE DO
APETITE

Apébs o isolamento e caracterizacdo do principal componente psicoativo da
Cannabis sativa, o A°-tetrahidrocanabinol (A°-THC) (22), em 1964, por Gaoni e
Mechoulam,®” deu-se inicio, de forma intensiva, aos esforcos para a compreenséao de
sua atividade, através de seu mecanismo de acdo e consequente entendimento do
sistema ao qual ele afeta. O sistema endocanabindide (SEC) é constituido entéo, por
dois receptores principais acoplados a proteina G (GPCR): (a) CB1, descoberto em
1988,%8 principal alvo farmacoldgico do AS-THC,>® expresso principalmente nos
terminais pré-sinapticos em varias regides, incluindo tronco enceféalico, hipocampo,
cortex, diencéfalo, mesencéfalo, hipotalamo e cerebelo, regulando ainda a liberacao
dos neurotransmissores, glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), acetilcolina,
norepinefrina, entre outros,®%61 sendo o receptor mais abundante acoplado a proteina
G no cérebro®?e (b) CB2, descoberto em 19932 e cuja expresséo é predominante nas
células do sistema imune, sendo recentemente encontrado também no cérebro,
especialmente nas células da micréglia.®* Os receptores CB1 e CB2 em humanos
compartilham 44% da identidade global de aminoacidos e possuem sete hélices
transmembranares. Em suas regifes transmembranares, a identidade sequencial
passa a 68%.5265

A ativacao de CB1 e CB2 é mediada por dois ligantes enddgenos, araquidonoil-
etanolamida (também conhecido como anandamida) (AEA) (23) e 2-araquidonoil-
glicerol (2-AG) (24), que sdo considerados os principais endocanabindides (ECs).%¢

O primeiro endocanabinoide descoberto foi a AEA, em 1922 por Devane e
colaboradores e seu nome vem da palavra sanscrita “Ananda” (felicidade interna),®?
uma vez que AEA exerce um efeito modulador no circuito de recompensa, agindo
como uma substancia endégena auto-administrada pelo cérebro semelhante a
Cannabis, além de desempenhar importante papel nos efeitos de drogas de abuso,
incluindo n&o-canabinoides. Pertencente a subclasse conhecida como N-
acetiletanolaminas (NAEs), a AEA (assim como A%-THC) ativa receptores CBs com
baixa eficacia intrinseca (agonista parcial). Ja 0 2-AG, que pertence a subclasse de
monoacilgliceréis (MAGS), apresenta-se como agonista pleno dos receptores CBs,
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com elevados niveis teciduais e celulares, encontrando-se em niveis de 10 a 100

vezes maiores do que a AEA.®?

Anandamida (23)

CH CH3
3 Ki =72 nM
2 = Agonista parcial do
A%-tetrahidrocanabinol (22) iegeptor 021)
Ki=37 nM Ki= 370 nM
(Agonista parcial do (Agonista parcial do
receptor CB1) receptor CB2)
Ki=20 nM
(Agonista parcial do OH

receptor CB2)

2-araquidonoil-glicerol (24) CH,

Ki =470 nM Ki = 1400 nM
(Agonista pleno (Agonista pleno
do receptor CB1) do receptor CB2)

Figura 6: Estruturas quimicas e constantes de afinidade de um dos compostos presentes na
Cannabis sativa, A%-THC (22) e dos endocanabinoéides, AEA (23) e 2-AG (24).61-69

Ademais, o SEC é constituido por enzimas de producdo, transporte e
degradacdo dos endocanabindides, como N-aciltransferase (NAT), N-araquidonoil-
fosfatidil-etanolamina Fosfolipase D (NAPE-PLD), Fosfolipase C (PLC), Diacilglicerol
lipase (DAGL), Amida hidrolase de acido graxo (FAAH) e Monoacilglicerol lipase
(MAGL), representando pontos de extrema importancia para a regulagéo dos niveis
teciduais dos ligantes enddgenos, uma vez que ndo ha maneira de armazena-los de
forma estavel em vesiculas sinapticas e ndo ha vias neuronais canabindides
conhecidas, levando o sistema a agir sob demanda, sintetizando os endocanabindides
apos despolarizacdo celular dependente de Ca?* ou estimulacdo do receptor

canabinoide.61.62.65
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Figura 7: Esquema ilustrando a formacao e degradacdo dos endocanabindides.

61,62,65

Os endocanabinoides sao formados a partir de precursores de fosfolipidios,
como demonstrado na Figura 7. Na via de obtencao de AEA (23), Fosfatidilcolina (PC)
(25) e Fosfatidiletanolamina (PE) (27) sofrem transferéncia enzimatica catalisada pela
enzima NAT, na qual o grupo acil € substituido pelo grupo amino, formando N-
araquidonoil-fosfatidil-etanolamina (NAPE) (28). Essa ultima é entdo hidrolisada a
AEA (23), pela NAPE-PLD. Ja a via de obtencédo de 2-AG (24) se inicia pela hidrolise
de 2-araquidonoil-fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) (26) catalisada pela enzima
PLC, resultando na formacéao de diacilglicerol (DAG) (29), que € mais tarde desacilado
pela DAGL especifica para sn-1 (numeracado estereoespecifica — sn — utilizada para
diferenciar os trés carbonos da subunidade do glicerol, numerando-se de cima para
baixo), para finalmente produzir 2-AG (24).5162

Como ja mencionado, os endocanabinoides sdo produzimos sob demanda e
ndo ha como armazena-los, de forma que, apos a sua producdo e sinalizagéo, sdo

rapidamente metabolizados por enzimas de degradagéo, tais como FAAH, que divide
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AEA em acido araquidbnico (AA) (31) livre e etanolamina (30) e MAGL, que hidrolisa
2-AG também em AA e glicerol (32). 616265

Mediante as multiplas conexdes neurais e enddcrinas, atribuidas a elevada
interacdo dos ligantes enddgenos e dos receptores CBs com outros meios
modulaveis, observa-se que o SEC participa de inumeras vias fisiologicas de
regulacéo, estando envolvido em algumas das principais fungdes basicas do corpo
humano, afetando a fisiologia e patologia do sistema nervoso central (SNC) e
periférico,” por meio de sua participacéo em varios processos como aprendizagem e
memo©ria, desenvolvimento neuronal, nocicepg¢do ou algesia, inflamacao, regulagcéo do
apetite, digestdo, amamentacdo, metabolismo, balanco energético, termogénese,
motilidade, ciclo vigilia-sono, regulacdo do estresse, emocfes e dependéncia
quimica.®®

Com enfoque direcionado ao controle de apetite, 0 SEC é um caminho de
sinalizacéo clinicamente comprovado para o balanco energético,’* uma vez que ha
estreita relacdo entre o SEC e os neuropeptidios orexigenos (AgRP e NPY), visto que
a modulacdo de CB1 (em neurdnios glutamatérgicos ou GABAergicos) pode inervar
esses neuropeptidios.”? Ademais, os niveis de 2-AG séo elevados no hipotalamo com
o0 aumento da producdo de grelina em jejum e reduzidos quando h&a acréscimo dos
hormonios promotores da saciedade, como a leptina.”? Dessa forma, pode-se prever
que, alteracdes nos niveis de grelina e leptina modulam a liberagdo de determinados
mediadores orexigénicos e anorexigénicos, bem como ocorre com 0 estimulo dos

receptores CB1.7273.74

1.5A ENZIMA DAGL-a COMO ALVO PARA O TRATAMENTO DA
OBESIDADE

Uma alternativa aos tratamentos atuais no combate a obesidade, seria atuar no
sistema endocanabindide, através da inibicdo da enzima sn-1-Diacilglicerol lipase a
(DAGL-0a). As enzimas DAGL séo proteinas de membrana intracelulares com multiplos
dominios, que possuem como uma de suas funcdes catalisar a conversdo de
diacilglicerol (DAG) em 2-araquidonoilglicerol (2-AG), substancia endégena que age
seletivamente como agonista do receptor canabindide CB1.7>7® Elas pertencem a

grande familia das serina-hidrolases, com a tipica dobra ao/f hidrolase e a triade
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catalitica Ser-His-Asp.’! Existem duas isoformas conhecidas: sn-1-Diacilglicerol lipase
a e sn-1-Diacilglicerol lipase B (DAGL-B).”> A DAGL-a se encontra, majoritariamente,
no sistema nervoso central (SNC) e ¢é a principal responsavel pela sintese de 2-AG no
tecido nervoso, enquanto que DAGL-[3 esta presente em maior quantidade nos 6rgaos
periféricos.”>’” Sdo enzimas de 1042 e 672 residuos de aminoacidos,
respectivamente, possuindo quatro dominios transmembranares, separados por loops
curtos, pouco conservados. Apresenta um conjunto central de oito cadeias de B-
folhas, bilateralmente ligadas por Liga¢des de Hidrogénio, conectadas através de a-
hélices e loops, bem como contendo espacamento critico da triade catalitica (serina,
aspartato e histidina) dentro de um sitio ativo hidrof6bico.’87°

A atividade da enzima DAGL- a (Figura 8), como todas as lipases, se da pela
catalise da conversédo de diacilgliceréis (DAG) em monoacilglicerdis (2-AG), através
da desprotonacao da serina (33), tornando-a mais nucleofilica, para o posterior ataque
ao grupo carbonila do substrato 34, formando assim um intermediario acil-enzima
tetraédrico (35). Apds isso, um nucledfilo (37) (como H20 por exemplo) ataca a enzima
acilada resultando no produto metabolizado 38 e na regeneracao do sitio catalitico
(40).8081
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Figura 8: Mecanismo geral de catalise de Iipase.80*81
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Recentes descobertas apontam que a inibicdo de DAGL-a pode ser benéfica
no tratamento de distirbios metabdlicos, tais como obesidade e suas doencas
recorrentes,’t uma vez que modular CB1 diretamente, como jA mencionado, devido

seus efeitos colaterais exacerbados, se tornou uma alternativa inviavel.

1.6 SULFONAMIDAS COM ATIVIDADE INIBITORIA FRENTE A DAGL- a

Atualmente, diferentes classes de inibidores da enzima DAGL-a vem sendo
reportadas, uma das mais promissoras sao as sulfonamidas. Janssen et al,
reportaram a importancia da subunidade sulfonamidica, capaz de orientar a posicéo
espacial dos ligantes na regido catalitica da enzima, bem como a importancia de
halogéneos ligados diretamente ao anel aroméatico da extremidade da molécula, como
no composto 41, apresentando menor valor de concentracdo inibitoria quando
comparado com moléculas similares. Além disso, a presenca de um doador/aceptor
de ligacdo de hidrogénio, como acido carboxilico, demonstrado na regido A (Figura
9), se mostrou essencial para a atividade do composto 43.7° Pois, quando modificado
e adicionado um grupo éster no lugar, ocorre perda da atividade, como pode ser
observado para o composto 45.”° Ademais, 0s anéis aromaticos ocupam,
separadamente, bolsdes hidrofébicos abertos, ilustrado no composto 42 alterando a
atividade conforme s&o variados seus substituintes, bem como modificando sua
posicéo (orto, meta ou para), como demonstrado pela regido B, no composto 44 em
relacdo ao composto 43.82
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Figura 9: Estruturas quimicas com padrao estrutural sulfonamidico com atividade inibitéria frente a
enzima DAGL-q.7582:83

Por meio de estudos computacionais, Chupak et al, descreveram um modelo
farmacoforico rudimentar (Figura 10), para tentar explicar os principais pontos de
potencial interacdo entre os derivados sulfonamidicos e a enzima DAGL-a, por meio
do modelo por homologia desenvolvido (secédo 1.7.1). Nele, é possivel observar a
importancia da presenca de subunidades aromaticas ligadas diretamente ao enxofre

e ligadas através de um espacador metileno ao nitrogénio.®?
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Figura 10: Modelo farmacoférico rudimentar, demonstrando os principais pontos de interacao
entre os derivados sulfonamidicos e a enzima DAGL-q, obtido através do modelo por homologia
desenvolvido por Chupak et al. Fonte: Adaptado de Chupak et al., 2016.82

1.7 MODELAGEM MOLECULAR NO CONTEXTO DA QUIMICA MEDICINAL

A modelagem molecular tem papel fundamental nos estudos dirigidos a
compreensao das interacdes entre a biomacromolécula e ligantes bioativos, além de
propiciar a triagem virtual de novos compostos planejados de modo consistente,
reduzindo o tempo e o custo destinados a busca por novos candidatos a farmacos.*

Por meio desse estudo, é possivel trabalhar em duas vertentes: seja por meio
da estrutura do ligante (LBDD do ingés: ligand-based drug design) ou por meio da
estrutura do receptor (SBDD do inglés: structure-based drug design).8> No primeiro
caso, o0 estudo se baseia na estrutura de uma molécula (ligante) e na auséncia de
informacdes tridimensionais disponiveis para o receptor/enzima.?® No segundo,
utiliza-se macromoléculas (receptores ou enzimas) ja conhecidas, obtidas
experimentalmente, ou construidas por meio de modelagem comparativa.®

Dentro do estudo de SBDD, o docking, ou ancoragem molecular, € uma
ferramenta amplamente difundida no planejamento racional de farmacos, que tem
como objetivo, prever a orientagéo e a conformacao de um ligante dentro de um sitio
de ligacdo em um receptor ou enzima.?”:®8 Pode ser aplicado na triagem virtual de
novas moléculas, na otimizacado de compostos com afinidade ja descrita pelo alvo de
interesse e auxiliar no entendimento das caracteristicas do reconhecimento molecular,
a fim de proporcionar de maneira assertiva o direcionamento da selecdo de compostos
a serem futuramente sintetizados.® Na Figura 11 é apresentado um fluxograma das

principais etapas na abordagem SBDD.
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Figura 11: Fluxograma das etapas em uma abordagem SBDD.85

Na triagem virtual baseada na estrutura do receptor ou enzima, é ancorado um
conjunto de moléculas em um sitio de ligacdo previamente selecionado e validado,
aliada a previsao do modo de ligacdo (conformacéo e orientacdo). A validacao pode
ser feita por meio de redocagem (redocking), onde o ligante presente na proteina de
interesse (receptor ou enzima) € virtualmente removido do sitio ao qual foi co-
cristalizado e é recolocado pelo programa, por meio das condi¢des calculadas para a
melhor orientagdo possivel do ligante no sitio.2° Sendo entéo avaliada a concordancia
entre a posicdo obtida pelo programa e a orientagdo previamente encontrada
experimentalmente. Na Figura 12 é demonstrado um exemplo de redocagem bem-
sucedido, ilustrando uma interacao hidrofébica (pi-alquil) entre H269 e o ligante co-
cristalizado, sendo mantida ap6s a redocagem.

Outras abordagens de validacao geralmente utilizadas séo: curva caracteristica
de operacédo do receptor (receiver operating characteristic curve, ROC) e relacdo
estrutura-atividade quantitativa tridimensional (tridimensional quantitative structure-
activity relationship, 3D-QSAR).2® A primeira validacdo, curva ROC, avalia a
capacidade do programa de ancoragem utilizado de discernir ligantes ativos e inativos,
de modo a plotar a curva levando em consideracdo os falsos positivos, falsos
negativos e os ligantes classificados corretamente.* J4a a validacdo conhecida como
3D-QSAR, avalia o protocolo de ancoragem quanto ao alinhamento de uma série de
ligantes com atividade relatada para o receptor, de modo que seja possivel descrever
guantitativamente as variacfes dessa atividade, por meio de fatores relacionados a

estrutura tridimensional desses ligantes. Sendo possivel construir modelos
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estatisticos que liguem a atividade bioldgica as propriedades moleculares dessa série

de ligantes para posterior previsdo da atividade de novos compostos.®!

H115

Y188

Figura 12: Ligante co-cristalizado na estrutura da MAGL-humana (PDB ID: 3PE6) (em

laranja) e pose de ancoragem obtida por redocagem (em ciano), RMSD = 0,6232. Atomos de

hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Cada metodologia de validacdo deve ser avaliada, dependendo da finalidade
desejada para o protocolo a ser validado, bem como os parametros, vantagens e
desvantagens de aplicacdo. Assim, para uma abordagem onde nao ha ligantes co-
cristalizados na proteina de interesse, nem um extenso banco de dados de ligantes
ativos para a proteina em questéo, se faz necesséria a validagdo com ligantes da
literatura. Para isso, utiliza-se ligantes com atividade comprovada frente ao receptor e
um conjunto de compostos inativos encontrados na literatura cientifica e pede-se para
0 programa classifica-los. Assim € possivel avaliar a confiabilidade das func¢des de
pontuacdo em diferenciar aqueles compostos mais promissores na etapa que se
segue (triagem virtual). Alternativamente, ap0s a classificacdo, pode-se utilizar a curva
ROC, como andlise pdés-ancoragem,®” como uma ferramenta de aprimoramento do
protocolo, mas nem sempre se faz necessario essa abordagem adicional.

O docking, fornece uma classificagdo (Score) das moléculas ancoradas,
através da melhor posicédo obtida no célculo.858788 Esta classificacdo ndo pode ser
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usada como o Unico critério para triagem de moléculas promissoras, devendo ser
combinada com outros métodos de avaliagdo, como as interacdes observadas entre
as moléculas e os residuos-chave dos aminoécidos do sitio ativo, assim como a
orientacdo e a conformacéo observadas.8>%

Para isso, é necessaria a aplicacdo de func¢des de pontuagdo que estimem a
variacdo de energia dos complexos ligante-proteina, previstos pelo programa de
ancoragem, por meio da avaliacdo de fendmenos fisico-quimicos envolvidos na
ligacdo desses complexos. Essas funcbes podem ser classificadas em trés grupos:
funcdes baseadas no campo de forgca, empiricas e baseadas em conhecimento
(knowledge-based).85%

As funcbes de pontuacédo baseadas no campo de forca estimam a energia de
ligacdo somando as contribuicbes de termos fisicos para interagdes atbmicas, como
interacdes eletrostéticas, van der Waals, alongamento de ligacéo e flexado de angulo
das ligacGes quimicas. Este tipo de funcédo de pontuacao aplica um método ab initio
para calcular a energia associada a cada termo, o0 que pode ser considerada uma
vantagem, ja que ela pode ser continuamente aperfeicoada conforme novos campos
de forca, métodos quanticos e modelos de solvatacao sao desenvolvidos nos campos
tedricos. Contudo, o resultado ndo tem sido tdo adequado, mesmo quando teorias de
niveis altissimos séo aplicadas, uma vez que a predi¢cdo de energia livre se mostra de
extrema de complexidade. Alguns exemplos de func¢des de pontuacédo baseadas em
campo de forca sdo: DOCK, AutoDock, GoldScore, dentre outras.8%94-%6

Uma segunda abordagem utilizada para avaliar a energia de ligacdo do
complexo ligante-receptor é a funcdo de pontuacdo empirica. Para tanto, consideram-
se termos de liga¢gdes de hidrogénio, interacdes idnicas e apolares, de van der Waals,
eletrostaticas, bem como efeitos de hidrofobicidade e entropia. Uma das vantagens
deste tipo de funcdo, além de serem consideravelmente mais rapidas do que as de
campo de forca, é a simplicidade de seus termos, possibilitando seu ajuste através da
adicdo, remocao ou modificacdo dos mesmos, permitindo a solugcdo de problemas
mais especificos. Contudo, a capacidade preditiva dessa funcdo, por ser empirica,
depende da qualidade e consisténcia dos dados de afinidade reportados na literatura,
levando as dificuldades na constru¢cdo de fungBes mais eficientes. A funcdo de
pontuacao LUDI foi o primeiro exemplo de uma fungédo empirica. Outras func¢des de

pontuagdo empiricas sdo GlideScore, ChemScore, ChemPLP.8594-96
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As funcgbes de pontuagédo baseadas em conhecimento, aplicam-se em termos
matematicos baseados na frequéncia de ocorréncia de um contato especifico,
indicando se essa interacdo € energeticamente favoravel ou ndo. Ou seja, a
pontuacao é calculada favorecendo contatos preferenciais e penalizando interacdes
repulsivas. Como essas fun¢des ndo dependem da reproducdo de afinidades de
ligacdo (métodos empiricos) ou de calculos ab initio (métodos de campo de forca),
elas oferecem um equilibrio adequado entre precisdo e velocidade. Além disso,
buscam apontar implicitamente os fatores energéticos do reconhecimento molecular
através dos potenciais em pares. Contudo, a definicdo de um estado inicial onde a
interacdo entre os pares € inexistente € um dos maiores desafios relacionados a
construcdo dessas funcdes, uma vez que ndo existe sistema fisico real onde essa
condicdo seja observada, sendo entdo necessarias aproximacdes que podem
comprometer a qualidade do resultado. DrugScore, ITScore e ASP sédo exemplos de

funcdes de pontuacéo baseadas em conhecimento. 859496

1.7.1 ESTUDOS COMPUTACIONAIS APLICADOS A ENZIMA DAGL- a

Vérios estudos ja foram executados, visando compreender a atividade de
alguns ligantes frente a enzima DAGL- a. Contudo, como ndo ha estrutura
cristalografica disponivel para ela, estudos com modelagem molecular comparativa
foram realizados para essa finalidade. Todas as enzimas aplicadas possuem a mesma
triade catalitica (Ser-His-Asp) e a mesma dobra o/ hidrolase presente na DAGL-
G.75’82’97’98

Baggelaar e colaboradores utilizaram, com o intuito de gerar um modelo
farmacoforico inicial, a estrutura cristalografica do dominio tioesterase da sintase de
acidos graxos humanos (PDB ID: 2PX6). Nela se encontra co-cristalizado o ligante
THL, sendo ligado covalentemente a serina catalitica, por meio de seu grupo carbonila
da subunidade lactona. Usando esse modelo, foi testado, in silico, um conjunto de
inibidores de lipase comercialmente disponiveis. ApoOs isso, desenvolveu-se um
modelo computacional por modelagem molecular comparativa, visando compreender
como ocorriam as interagcdes entre os ligantes com atividade e a enzima huDAGL-a.
Para tanto, utilizou-se a estrutura cristalografica mutante (S146A) da lipase de

thermomyces lanuginosa (humicola) lipase em complexo com &cido oleico (PDB
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ID:1GT6).°” Outros estudos foram desenvolvidos, utilizando a mesma estrutura
cristalografica como base para a construcdo de uma estrutura tridimensional da
proteina por modelagem molecular comparativa € mesmo usando classes de
compostos distintos, como sulfonamidas e a-cetoheterociclos, foi constatado a
importancia da presenca de um doador/aceptor de ligacao de hidrogénio (como acido
carboxilico), interagindo com a serina ou a histidina catalitica. Ademais, os ligantes
podem ser direcionados pelos residuos de L410, V526 e 1529, criando bolsbes
hidrofébicos préoximos a triade catalitica.’>82979% Na Figura 13, observa-se uma
representacdo das interac6es obtidas através do modelo por homologia desenvolvido
por Janssen et al, dentre as interacdes observadas, destaca-se a ligacdo de
hidrogénio realizada entre o hidrogénio da hidroxila da cadeia lateral da S472 e o
oxigénio do acido carboxilico, destaca-se ainda a interacao cation-1 entre o nitrogénio
da cadeia lateral da H650 e o anel aromatico ligado por espacador metilénico ao
nitrogénio sulfonamidico, além do empilhamento-mm observado entre a Y303 e o anel

aromatico da extremidade da estrutura.

Tyr303

Serd72 ' @/

His650

Figura 13: Representacao das interacdes obtidas através do modelo por homologia
desenvolvido a partir da lipase de thermomyces lanuginosa (humicola) em complexo com &cido oleico
(PDB ID:1GT6). Fonte: Adaptado de Janssen et al., 2014.75
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2. OBJETIVO

Este trabalho visa a triagem virtual e sintese de 8 derivados sulfonamidicos, em
guantidade e em grau de pureza adequados para a avaliacdo da atividade inibitoria
frente a enzima DAGL-q, a qual esta diretamente relacionada ao controle do apetite e
consequentemente pode ser modulada para o tratamento da obesidade. Maior
detalhamento pode ser compreendido nas metas a seguir:

o Estudos computacionais para a obtencdo de um modelo da DAGL-a que
possibilite a compreenséo das interacdes entre compostos com atividade inibitéria
frente a esta enzima;

o Planejamento, triagem virtual, sintese, isolamento, purificacédo e

caracterizacao dos 8 derivados de padrédo estrutural sulfonamidico;

3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

A partir das estruturas quimicas de substancias com atividade frente a enzima
diacilglicerol lipase alfa (DAGL-a), mostradas na Figura 14, podemos observar as
subunidades aromaticas (destacadas em azul) bifenila, fenila, benzodioxola, dentre
outras, assim como a presenca de subunidades que podem atuar como doadores ou
aceptores de ligacdo de hidrogénio (destacadas em vermelho) como, carbamato,
amida, carbonila, sulfonamida e carboxila.82%9 Estas subunidades podem inspirar o
planejamento estrutural de novas substancias potencialmente bioativas frente a
enzima DAGL-a.

Com o intuito de desenvolver substancias com potencial bioativo frente a
DAGL-a, o planejamento estrutural de novas substancias pode se inspirar em
substancias com atividade comprovada, mais especificamente suas subunidades

estruturais, levando a obtencédo de estruturas inéditas.®
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Figura 14: Estruturas quimicas de substancias com atividade frente & enzima DAGL-q.82:98.99
Baseado nessas subunidades, foi possivel realizar o planejamento estrutural
de 84 derivados sulfonamidicos potencialmente bioativos frente a DAGL-a, que pode
ser demonstrado pela Figura 15, divididos em Série A, Série B e seus respectivos
analogos simplificados, SM A e SM B. A Série A apresenta o &tomo de nitrogénio da
sulfonamida também sendo o heteroatomo do anel pirrolidinico, podendo seu atomo
de carbono a estar substituido com uma carboxila, éster metilico, assim como amidas

“

N-substituidas, de acordo com os grupos representados por “R” (contendo
subunidades arométicas, heteroaroméaticas, alifaticas, aliciclicas, além de
simplificagdes moleculares) (Figura 16). Numa estratégia de simplificacdo molecular,
a 4-metilfenila, ligada ao atomo de enxofre, pode ser substituida por uma metila,

gerando SM A.
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J& a Série B apresenta o nitrogénio da sulfonamida ligado diretamente a uma
fenila, a qual pode apresentar diferentes substituintes em —para, como 0 grupo amino
e seu respectivo derivado N-acetilado. No nitrogénio da sulfonamida também se pode
variar os substituintes de acordo com o grupo “R” (Figura 16), para o qual diversas
variagfes podem ser exploradas: outras subunidades aromaticas, heteroarométicas,
alifaticas, aliciclicas, além de simplificacbes moleculares. Numa estratégia de
simplificacdo molecular, a 4-metilfenila, ligada ao atomo de enxofre, também pode ser

substituida por uma metila, fornecendo SM B.

Série A

o
SM A ﬂ R SM B ﬂ
........ .5
H,CTIIN HsCY IR
(56) (60)

Figura 15: Representacéo das estruturas quimicas das 84 substancias planejadas possuindo padréao
estrutural sulfonamidico (Séries A e B), e seus respectivos analogos simplificados, SM A e SM B.

De forma mais detalhada, na Figura 16, destacam-se as 20 variacdes
observadas em “R”. A subunidade mostrada em 61 pode ser N-metilada para gerar 62
ou ser alongada por meio de um espacador metileno (-CHz-) para fornecer 63. Visando
avaliar os efeitos eletronicos, 61 pode ser nitrada em para- fornecendo 64, nitrada
novamente em orto- para fornecer 65 e 0s grupos nitro podem ser removidos e/ou
substituidos por grupos metoxila, visando avaliar as contribuicdes eletrénicas destes

dois grupos em 66-68. Paralelamente, diversas variacdes de subunidades alifaticas
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podem ser exploradas (69-73), assim como as subunidades aliciclicas piperidina,
morfolina e tiomorfolina podem ser estudadas em 74-76. Adicionalmente, subunidades
heterociclicas aromaticas sdo mostradas para 77-80, de modo a tornar possivel a

avaliacao da contribuicdo delas para a atividade.

(62)
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Moaliog m" e
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Figura 16: Representacdo das estruturas quimicas dos grupos substituintes, propostos para
modificacdes estruturais

H,C

Utilizando ancoragem molecular, serdo selecionados, por meio de triagem
virtual, utilizando um modelo computacional validado para a enzima DAGL-q, apenas

8 compostos para as etapas de sintese e futura avaliacdo farmacolodgica.

4. METODOLOGIA
4.1 ANCORAGEM MOLECULAR COM ENZIMA PENICILLIUM
CAMEMBERTTI LIPASE (PCL)

Para se obter informacdes relacionadas a enzima sn-1 DAGL-q, utilizando-se
do método baseado na estrutura da biomacromolécula (SBDD), seguiu-se os estudos
de modelagem molecular, como preparacdo do alvo molecular, selecdo dos
compostos para o banco de dados (validagdo), ancoragem molecular e andlise das
poses geradas.®
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Como nédo ha estrutura cristalogréfica pra a DAGL-a, buscou-se a sequéncia
primaria (FASTA) da enzima DAGL-a humana no servidor protedmico National Center
for Biotechnology Information (NCBI), que foi utilizada para procurar uma estrutura
cristalografica (template) com melhor identidade sequencial (maior que 30%),
comparando-se o residuos de aminoacidos utilizando o servidor Swiss Model, assim
encontrou-se a estrutura cristalografica da cadeia A da mono- e diacilglicerol lipase
(MDLA) mutante (N225Q) de Penicillium Camembertti lipase (PCL) (PDB ID 5CH8),
com 31,50% de identidade sequencial.’®® Foi verificado se os residuos de
aminoacidos de interesse, estariam em regides favoraveis, permitidas ou néo-
permitidas (proibidas) no Grafico de Ramachandran, gerado a partir do servidor
RAMPAGE, para tanto observou-se os angulos diedros ¢ e W.

Paralelamente, buscou-se na literatura substancias com atividade inibitoria
frente a DAGL-a, que apresentassem subunidades sulfonamidas, subunidades
aromaticas, assim como similaridade estrutural com os derivados propostos, além de
estrutura tridimensional bem definida, com os centros estereogénicos conhecidos. Em
seguida, as substancias selecionadas foram agrupadas arbitrariamente (Tabela 2 -
Estruturas quimicas ilustradas no Anexo ), como ‘Muito ativas’ (Clso £ 100 nM),
‘Ativas’ (100 nM <Clso £ 1000 nM), ‘Pouco ativas’ (1000 nM < Clso < 10000 nM) e

‘Inativas’ (Clso > 10000 nM), conforme seus valores de atividade.

Tabela 2: Classificacdo dos valores de atividade das substancias obtidas da literatura.

Muito Ativos <100 nM 15 ligantes
Ativos 101 - 1000 nM 15 ligantes
Pouco Ativos 1001 — 10000 nM 15 ligantes
Inativos > 10000 nM 15 ligantes

Esses ligantes, além dos 84 propostos para o projeto, foram construidos
usando o programa Discovery Studio Visualizer (DSV), com seus estados de
protonacdo em pH intracelular (pH 7,4)%8" obtidos com o auxilio do programa
Marvinsketch, seguido de minimizacao energética (MMFF) e otimizacdo através do
método semi-empirico PM7, no qual também se utilizou a op¢do de otimizacdo da
geometria das mesmas em conjunto com o célculo do campo de for¢a dos ligantes,

através da interface Mercury CSD, utilizando o MOPAC2016. As estruturas foram
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salvas em formato *.mol2 apds a otimizacdo geométrica, para serem utilizadas na
ancoragem molecular.

Posteriormente, utilizando o programa GOLD, realizou-se a ancoragem
molecular, entre as substancias construidas e minimizadas e a enzima previamente
encontrada. Para isso foram usadas diferentes fungdes de pontuagdo (ChemPLP,
ChemScore, GOLDScore e ASP), com o intuito de avaliar a orientacdo espacial dos
ligantes, bem como suas interacdes relevantes com a biomacromolécula.
Considerando dados de mutagénese disponiveis para a enzima, pode-se observar
que o residuo de Histidina (His, H259) e o residuo de Serina (Ser,S145), estédo
envolvidos em importantes interacdes ligante-proteina, sendo constatado que a H259
€ um aminodcido critico para a funcdo da enzima, enquanto que S145, melhora
drasticamente a eficiéncia das reacdes que a envolvem.% Assim, foi utilizado como
atomo de referéncia, o carbono entre os dois atomos de nitrogénio do grupo imidazol,
pertencente ao residuo H259, localizado na regido central em relacdo aos residuos
da triade catalitica (Figura 17), além do raio definido igual a 10 A, ancoragem rigida,
sitio de ligacdo anidro e 50 poses de docking para cada ligante, como parametros de

ancoragem.85101

Atomo de referéncia o

0 (&
HO oH HNQN Y OH

= OH NH,

H,N D199
2 3145(81) (83)

HN— H259 o)
o)

HO

(. J

Figura 17: Triade catalitica (S145, H259 e D199), demonstrando o a&tomo de referéncia

utilizado em destaque.

Inicialmente, com o objetivo de validar o modelo, realizou-se apenas os estudos
de docking com os ligantes buscados na literatura, através da escolha da funcéo de
pontuacao que melhor se adequou para a aplicacéo no presente trabalho, levando em
consideracao as interacOes das substancias encontradas na literatura com residuos
do sitio ativo (H259 e S145), bem como suas orientacdes no sitio ativo. Feito isso,

cada complexo foi extraido do programa GOLD, levando em consideracdo o melhor
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valor de pontuacdo das 50 poses geradas, para cada ligante. Assim, possibilitando
observar por meio de analise criteriosa, através do programa DSV, as interacdes entre
os residuos e os ligantes com atividade in vitro comprovada, permitindo a classificacédo
dos ligantes com base em suas caracteristicas quimicas, como ligacdes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas, empilhamentos aromaticos, interacdes
hidrofébicas, entre outras.

ApoOs a validacdo do modelo, aplicou-se todos os parametros de ancoragem
molecular utilizados anteriormente e sem altera¢des, as moléculas propostas para o
projeto, utilizando apenas a fungcéo de pontuacdo com melhor desempenho na etapa
supracitada, obtendo-se entdo, dados que foram usados na triagem virtual de

possiveis novos inibidores da enzima sn-1-DAGL-a.

4.2 METODOLOGIA PARA OBTENQAO DOS DERIVADOS
SULFONAMIDICOS
4.2.1 Rota sintética para obtencdo dos derivados sulfonamidicos 87 e 89
— Série A

A sintese dos derivados sulfonamidicos 87 e 89 se iniciou com a L-prolina (84),
juntamente com coreto de tionila (SOCI2), submetidos a agitacdo por 1 hora em
metanol (MeOH) em banho de gelo e por mais 2 horas a temperatura ambiente. O
cloridrato de éster metilico (85) obtido foi acoplado ao cloreto de p-toluenosulfonila (p-
TsCIl) com auxilio de trietlamina (TEA) em diclorometano (DCM) por 2 horas,
resultando em 54. O produto da reacdo anterior (54) foi colocado em refluxo por 4
horas em hidréxido de sddio e dioxano. Para finalizar a rota sintética, o composto p-
toluenosulfonil L-prolina (53) foi utilizado como precursor dos dois produtos finais da
Série A. No primeiro, 53 foi solubilizado em dioxano, juntamente com p-metoxianilina
(86) e colocado no reator de micro-ondas por 1 hora, para a formacado do composto
87. Ja para a formagdo de 89, p-toluenosulfonil L-prolina (53), 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDCI), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e o-metoxi-p-
nitroanilina (88) foram colocados em agitacao por 12 horas a temperatura ambiente e

atmosfera inerte, como demostrado pela Figura 18.
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Figura 18: Rota sintética demonstrando as 4 etapas para obtencéo de 87 e 89.

A sequir, sdo apresentadas de forma detalhada, as metodologias empregadas

na rota sintética ilustrada pela Figura 18, para obtencédo dos compostos da Série A,
selecionados por meio da triagem virtual.

4.2.1.1 Metodologia para obtencdo do cloridrato do éster metilico da
L-prolina (85)

OH

00—
1) MeOH, SOCI, 0°C,1h CH,
o

N 2)t.a.,2h + -
H 8 O H Cl
2 (85)
Figura 19: Reacéo de formacéo do cloridrato do éster metilico da L-prolina (85).

Para a obtencao do cloridrato do éster metilico da L-prolina (84), exemplificado
pela Figura 19, foi utilizado aproximadamente 150 pyL (2 mmol) de cloreto de tionila

(SOClI2), adicionado gota a gota em 1 h com agitacdo e resfriamento, em banho de
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gelo, a solucédo de 116 mg (1 mmol) de L-prolina (85) em 1 mL de metanol (MeOH). A
mistura foi adicionalmente agitada em temperatura ambiente por 2 horas. Apos
remover o solvente sob presséao reduzida, obteve-se um solido branco em rendimento
de 95% (157 mg).102

Rf = 0,71 em MeOH:CHCIs (7:3); RMN de 'H a 600 MHz, DMSO-ds &5-ppm:
10,69 (s, 1H), 9,34 (s, 1H), 4,39 (m, 1H), 3,79 (s, 3H), 3,25 (m, 2H), 2,29 (m, 1H), 2,04
(m, 2H) e 1,96 (m, 1H).

4.2.1.2 Metodologia para obtencdo do intermediario 54

O\CH3 O\CH3
1) DCM, TEA, 0 °C, 5 min
+/ - N
H Cl 5 2) p-TsCl, t.a., 2 h \ o)
2 (85) s=—0
H3C \(\) (54)

Figura 20: Reacao de obtenc¢édo da sulfonamida 54, a partir do cloridrato do éster metilico da L-

prolina.

Inicialmente, 165,5 mg (1 mmol) de cloridrato de éster metilico da L-prolina (85),
obtido na reacéo anterior, foram recolhidos em um baldo de 5 mL, juntamente com 2
mL de DCM anidro a 0 °C. A essa solugédo, 420 pL (3 mmol) de TEA foram
adicionados, gota a gota, e apdés 5 minutos de agitacdo a mesma temperatura,
adicionou-se 191 mg (1 mmol) de cloreto de p-toluenosulfonila sélido (p-TsCl). A
mistura reacional foi levada lentamente até a temperatura ambiente durante um
periodo de 2 horas, sendo por fim, adicionados 2 mL de agua destilada, seguida de
agitacdo por mais 15 minutos. Ao final, esta solugcéo foi recolhida em um funil de
separacéo, sendo entdo extraida, utilizando-se DCM (3 x 10 mL), seguido de solucéo
saturada de NaCl (1 x 10 mL), coletando-se a fase orgéanica, que entdo foi seca com
sulfato de sédio anidro (Na2S0a), filtrada e concentrada sob presséo reduzida, seguida
da remocédo de solvente residual em bomba de alto vacuo, obtendo-se um sélido
laranja, com 80% de rendimento (227 mg).1%3

Rf =0,58 em MeOH:CHClIz(7:3); RMN de H a 600 MHz, DMSO-ds 3-ppm: 7,73
(m, 2H), 7,43 (m, 2H), 4,19 (dd, J = 8,6, 4,3 Hz, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,37 (m, 1H), 3,15
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(dt, J = 9,7, 7,0 Hz, 1H), 2,41 (s, 3H), 1,92 (dtd, J = 12,4, 8,6, 7,0 Hz, 1H), 1,83 (m,
2H) e 1,58 (dtt, J = 12,3, 7,1, 4,8 Hz, 1H).

4.2.1.3 Metodologia para obtencéo da p-toluenosulfonil L-prolina (53)

D*(\% O*(OH
o NaOH, dioxano N

N
\ > \_o ©
sﬁo 4 h em refluxo Sﬁo
H,;C \(\) (54) H;C \

(53)
Figura 21: Reacdo de hidrélise do grupo éster, para a obtencdo da sulfonamida (53).

Para a obtencéo da p-toluenosulfonil L-prolina (53), a reacdo demonstrada pela
Figura 21, foi adaptada de Bertilsson et al. (2000), onde 283 mg (1,0 mmol) da
sulfonamida 54 foi submetida a refluxo em 6 mL da mistura 1:1 de hidroxido de sodio
(NaOH) 2 M e dioxano, por 4 horas, para a reacdo de hidrélise de seu grupo éster.
Apos resfriamento até temperatura ambiente, o pH da mistura resultante foi ajustado
para neutro com adicdo de 6 mL de HCI 1 N e o &cido carboxilico foi extraido da fase
aquosa, utilizando DCM (3 x 10 mL) e solucdo saturada de NaCl (1 x 10 mL). A fase
organica, entdo foi seca com sulfato de sodio anidro (Na2S0Oa), filtrada e evaporada
sob pressao reduzida, obtendo-se um 6leo incolor com rendimento de 80% (215
mg).104

Rf =0,60 em MeOH:CHCI3(7:3); RMN de *H a 600 MHz, DMSO-ds 5-ppm: 7,73
(m, 2H), 7,43 (m, 2H), 4,07 (dd, J = 8,5, 4,4 Hz, 1H), 3,35 (ddd, J = 9,6, 7,0, 5,0 Hz,
1H), 3,14 (dt, J = 9,8, 7,1 Hz, 1H), 2,41 (s, 3H), 1,84 (m, 3H)) e 1,55 (dddd, J = 12,1,
7.1,5,0, 2,0 Hz, 1H).
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4.2.1.4 Metodologia para obtencdo do derivado sulfonamidico 87

0\CH
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Figura 22: Reacéo de formacé&o do produto final 87, proveniente da p-anisidina.

Em um tubo para reator de micro-ondas equipado com agitador magnético,
adicionou-se 246 mg (2 mmol) de p-metoxianilina (86) e 269 mg (1 mmol) da p-
toluenosulfonil L-prolina (53). Visando homogeneizacdo, 1 mL de dioxano foi
adicionado ao tubo, que foi colocado no reator de micro-ondas cientifico CEM
Discover o qual foi programado com 0s seguintes parametros: Poténcia = 80 W,
Temperatura = 80 °C, Tempo = 1 hora e em sistema fechado.

Ao término da reacdo, o sistema foi resfriado até temperatura ambiente e a
solucéo foi transferida para um funil de separacdo, de onde foi coletada a fase
organica, previamente lavada com solucdo de HCI 1 N (3 x 10 mL) e solucao saturada
de NaCl (1 x 10 mL). A fase orgéanica, entdo foi seca com sulfato de sodio anidro
(Naz2SO0a), filtrada e evaporada sob pressdo reduzida, obtendo-se um Oleo de
coloracdo marrom.1®® Foi necesséaria purificacdo do composto obtido por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), obtendo-se 97% de pureza. Ao final
do processo um 6leo marrom foi obtido com rendimento de 15% (56 mg).

Rf =0,90 em MeOH:CHClI3(1:1); RMN de *H a 600 MHz, DMSO-ds 5-ppm: 8,67
(s, 1H), 7,76 (d, 2H), 7,51 (d, 2H), 7,37 (d, 2H), 6,88 (d, 2H), 4,18 (dd, J = 8,5, 4,4 Hz,
1H), 3,64 (s, 3H), 3,36 (dd, J =9,6, 7,0 Hz, 1H), 3,13 (dd, J =9,8, 7,1 Hz, 1H), 2,40 (s,
3H), 1,86 (m, 3H) e 1,57 (dddd, J =12,1, 7,1, 5,0, 2,0 Hz, 1H).
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4.2.1.5 Metodologia para obtencdo do derivado sulfonamidico 89
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Figura 23: Reacéo de formacé&o do produto final 89, proveniente da o-metoxi-p-

nitroanilina.

A uma solugdo em agitacdo contendo 172 mg (1 mmol) de o-metoxi-p-
nitroanilina (88) e 160 mg (1,3 mmol) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) em 3 mL de
DCM, adicionou-se 269 mg (1 mmol) de p-toluenosulfonil L-prolina (53), seguida da
adicéo de 202 mg (1,3 mmol) de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDCI) a
temperatura ambiente. A mistura reacional resultante foi agitada a mesma
temperatura por 12 horas, sendo entdo lavada, sucessivamente, com solu¢cao aquosa
de acido citrico (10%), 4gua destilada e solu¢do saturada de bicarbonato de sédio
(NaHCOs3). Apéds extracdo, a fase orgéanica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida para fornecer um soélido amarelo.l% Foi
necessaria purificacdo do composto obtido por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), obtendo-se 100% de pureza. Ao final do processo, um solido
amarelo foi obtido com rendimento de 30% (120 mg).

Rf =0,84 em MeOH:CHCIs(1:1); RMN de 'H a 600 MHz, DMSO-ds 3-ppm: 9,57
(s, 1H), 8,49 (d, 1H), 7,86 (d, 1H), 7,70 (m, 3H), 7,31 (d, 2H), 4,19 (dd, J = 8,5, 4,4 Hz,
1H), 3,99 (s, 3H), 3,55 (ddd, J = 9,6, 7,0, 5,0 Hz, 1H), 3.17 (dt, J = 9,8, 7,1 Hz, 1H),
2,46 (s, 3H), 1,86 (m, 3H) e 1,57 (dddd, J =12,1, 7,1, 5,0, 2,0 Hz, 1H).

A sequir, sdo apresentadas de forma detalhada as metodologias empregadas

para obtencdo dos compostos da Série B, selecionados por meio da triagem virtual.
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4.2.2 Metodologia para obtenc¢&o do derivado sulfonamidico 92 — Série B

Il AN
s DCM, Py, t.a., 8 h /\\S/ XN
VTR P> 07\ l
HsC™ || ~Cl CH _
o | N 3 = N/o
(90) A i
1 (92) (0}

(91)
Figura 24: Reacéo de formacé&o da sulfonamida 92, adaptado de Elgaher, et al, 2016.

Foram utilizados 68,0 mg (0,5 mmol) de p-nitroanilina (91) em 2,5 mL de DCM
anidro. A mistura reacional foi adicionada em um baldo de 5 mL, juntamente com o
agitador magnético. Adicionou-se aproximadamente 44 pL (0,55 mmol) de piridina
(Py) e o sistema reacional foi saturado com atmosfera inerte (Argénio). Em seguida,
adicionou-se aproximadamente 43 uL (0,55 mmol) de cloreto de metanossulfonila
(MsCl) (90), gota a gota, ao baldo de reacdo. Apds isso, a mistura reacional foi
submetida a agitacdo por 8 horas, seguido da remocao do solvente sob presséo
reduzida.

O material obtido foi lavado com HCI 1 N (3 x 10 mL), 4gua, n-hexano e
recolhido por filtragdo. Um sélido verde foi obtido em rendimento de 94% (99,5 mg).07

Rf = 0,53 em Hexano:AcOEt (7:3); RMN de 'H a 600 MHz, DMSO-ds &-ppm:
10,82 (s, 1H), 8,30 (m, 2H), 7,43 (m, 2H), 3,25 (s, 3H).

4.2.3 Metodologia para obtencdo do derivado sulfonamidico 93 - Série B

0 O/CH3
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Figura 25: Reacdo de formacéo da sulfonamida 93, adaptado de Kloeckner et al, 2014.

Inicialmente, 172 mg (1 mmol) de o-metoxi-p-nitroanilina (88) foram
adicionados em um baldo de 5 mL, juntamente com 2 mL de DCM anidro. Foi
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adicionado o agitador magnético e em seguida o sistema reacional foi saturado com
atmosfera inerte (Argonio).

Posteriormente, adicionou-se 120 uL (1,5 mmol) de Py. Imergiu-se o baldo em
banho de gelo. Apés isso, adicionou-se aproximadamente 86 uL (1,1 mmol) de MsCl
(90), gota a gota, ao baldo de reacéo e a mistura reacional foi aquecida lentamente a
temperatura ambiente, permanecendo sob agitacéo por 3 horas.

O processo de isolamento se iniciou com adicdo de 2,5 ml de agua destilada,
sendo entdo extraida com DCM (3 x 10 mL), seguido de solugéo saturada de NaCl (1
x 10 mL). Em seguida, a fase orgéanica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida para fornecer um soélido amarelo.'%® Sendo
necessaria uma etapa adicional de purificacdo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

4.2.4 Metodologia para obtencéo do derivado sulfonamidico 96 e 97 - Série

B
o)
T (0] CH;
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FETRS
R™ || ~ci CH, PN CHs
o H,N R™ || °N CH;
CH, o H
R = CH; (90) CH; (99) R = CH; (%)
R = p-PhCHj; (94) R = p-PhCH; (97)

Figura 26: Reacédo de formacé&o da sulfonamida 96 e 97, adaptado de Dutra et al, 2014.

Inicialmente, 394 uL (3,3 mmol) de 2-metilbutan-2-amina (95), 5 mL de DCM
anidro e 504 pL (3,3 mmol) de 1,8-Diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-eno (DBU) foram
adicionados em um baldo de 25 mL. Foi adicionado o agitador magnético e em
seguida o sistema reacional foi saturado com atmosfera inerte (Argdnio). Apos
saturagcdo com atmosfera inerte, adicionou-se, aproximadamente, 531 mg (2,73 mmol)
de p-toluenossulfonila (p-TsCl) (94) ao baldo de reacdo em pequenas porcoes. E
seguida, a mistura reacional foi agitada por 4 horas, fornecendo 97.

Para obtencdo de seu analogo simplificado (96), 787 yL (6,6 mmol) de 2-
metilbutan-2-amina (95), 10 mL de DCM anidro e 1 mL (6,6 mmol) de DBU foram

adicionados em um baldo de 10 mL. Seguiu-se 0 mesmo procedimento acima,
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adicionando, aproximadamente 431 uL (5,5 mmol) de MsCl (90), gota a gota, ao baléo
de reacédo. E seguida a mistura reacional foi agitada por 4 horas, fornecendo 96.

No processo de isolamento, utilizou-se uma solucdo saturada de bicarbonato
de sodio (NaHCOs3) (pH calculado em 9), para a realizacdo da extragdo quimicamente
ativa. A fase organica foi coletada e seca com sulfato de sodio anidro e o solvente foi
removido sob pressdo reduzida. Um Oleo laranja foi obtido em rendimento de 41%
(367 mg) para o produto obtido a partir do MsCl (90). Ja para o produto obtido do p-
TsCl (94), obteve-se um 6leo incolor, sendo necessaria uma etapa adicional de
purificacéo por coluna flash.1%°

Composto 96: Rf = 0,67 em MeOH:CHCIz(7:3); RMN de *H a 600 MHz, DMSO-
de &-ppm: 6,69 (s, 1H), 2,92 (s, 3H), 1,54 (q, J = 7,5 Hz, 2H), 1,22 (s, 6H), 0,84 (t, J =
7,5 Hz, 3H).

4.2.5 Metodologia para obtencao do derivado sulfonamidico 99 — Série B
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Figura 27: Reacéo de formacgé&o da sulfonamida 99, adaptado de Laha et al, 2014.

Foram utilizados 195 mg (1 mmol) de p-TsCI (94) em 2 mL de DCM anidro. A
mistura reacional foi adicionada em um baldo de 5 mL, juntamente com o agitador
magnético. Adicionou-se aproximadamente 160 pyL (2 mmol) de Py e o sistema
reacional foi saturado com atmosfera inerte (Argbnio). Em seguida, adicionou-se
aproximadamente 137 uL (1,2 mmol) de o-metoxianilia (98) ao baldo de reacédo. Apos
iISS0, a mistura reacional foi submetida a agitagcéo por 12 horas.

O processo de isolamento se iniciou com a adicdo de 2 mL de 4gua destilada,
sendo entdo extraida, utilizando-se DCM (3 x 10 mL), seguido de solucéo saturada de

NaCl (1 x 10 mL). Em seguida, a fase organica foi seca com Na2SOa4 anidro e 0
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solvente foi evaporado sob pressao reduzida para fornecer um sélido avermelhado
em rendimento de 82% (228 mg).11°

Rf =0,56 em MeOH:CHCI3(7:3); RMN de *H a 600 MHz, DMSO-ds 5-ppm: 9,38
(s, 1H), 7,60 (m, 2H), 7,31 (m, 2H), 7,20 (dd, J = 7,9, 1,6 Hz, 1H), 7,10 (ddd, J = 8,1,
7.4, 1,6 Hz, 1H), 6,91 (dd, J = 8,2, 1,3 Hz, 1H), 6,86 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H), 3,51 (s,
3H), 2,35 (s, 3H).

4.3 MATERIAIS E METODOS

O monitoramento das reacfes ocorreu com aplicacdo da cromatografia em
camada fina (CCF), em placas com reveladores sensiveis a radiacfes de 254 nm e
365 nm, utilizando acido fosfomolibdico como revelador quimico quando necessario.
Para a purificacdo dos compostos obtidos, foi utilizada Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), por meio do cromatégrafo liquido shimadzu, bombas modelo LC-
20AT, com detector de arranjo de diodos UV-DAD, modelo SPD-M20-A, injetor
automatico modelo SIL-20A, comunicador modelo CBM 20A e a aquisicao de dados
foi realizada com o software LC Solution versao 1.23-SP. A coluna utilizada foi da

marca Phenomenex C-18, com dimensdes de 250 mm x 10 mm.

4.4 CARACTERIZACAO COM TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

Os espectros de RMN de 'H e *3C foram obtidos no espectrémetro de RMN
Bruker Fourier 600, operando com frequéncia de 600 MHz para os nucleos de
hidrogénio e 150 MHz para os atomos de carbono. Os espectros de RMN foram
processados com o software MestreNova 6.0.2. Para obtencdo dos espectros de
infravermelho, foi utilizado o equipamento FT-1V da Vertex-70, com detector DIaTGS,
com o0 modo ATR selecionado. Para processamento dos dados de infravermelho foi

selecionado o software Origin 8.
4.5 DETERMINACAO DA PUREZA DAS MOLECULAS OBTIDAS

Foi utilizado o cromatégrafo a liquido Shimadzu. Modelo das bombas: LC-20AT,
com detector de arranjo de diodos UV-DAD modelo SPD-M20-A, injetor automatico

modelo SIL-20A, comunicador modelo CBM 20A e a aquisi¢do de dados foi realizada



58

com o software LC Solution, versdo 1.23-SP. A coluna utilizada foi da marca

Phenomenex C-18, com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANCORAGEM MOLECULAR DA ENZIMA PENICILLIUM CAMEMBERTTI
LIPASE (PCL)

Visando compreender como substancias obtidas da literatura cientifica, com
atividade inibitéria frente a enzima DAGL-a, interagem, foram realizados estudos de
ancoragem molecular, utilizando um modelo baseado na estrutura cristalogréafica da
cadeia A da mono- e diacilglicerol lipase (MDLA) mutante N225Q de Penicillium
Camembertti lipase (PCL)% (Figura 28) (PDB ID 5CH8), com resolucdo de 1,62 A, a
qual pode ser obtida através do sitio Protein Data Base (PDB), visto que ndo ha
estrutura cristalogréfica conhecida para a DAGL-a humana.

H259

D199

Figura 28: Estrutura cristalografica de Penicillium Camembertii lipase (PDB ID 5CH8).

Demonstrando a triade catalitica em destaque (S145, H259 e D199)*.

! Representacdo em verde (Atomos de carbono), em vermelho (dtomos de oxigénio) e em azul (dtomos
de nitrogénio). Hidrogénios sdo omitidos para maior clareza.
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Para a selecdo da estrutura cristalografica, a sequéncia priméaria (FASTA) da
DAGL-a humana foi obtida do servidor protebmico do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e ap0s identificacdo da melhor correlacédo entre os
residuos de aminoécidos, utilizando o servidor Swiss Model, constatou-se identidade
sequencial de 31,50% entre a estrutura cristalografica (PDB ID 5CH8) e a sequéncia
primaria da DAGL-a.

Além da alta similaridade estrutural, também €& observada a preservacdo do
arranjo dos residuos cataliticos, representada pelo alinhamento das sequéncias
primérias das duas lipases (Figura 29), sendo possivel verificar o alto indice de
conservacao, principalmente dos residuos S145/S472 e D199/D524 do sitio catalitico
das duas enzimas. Também se observou que o residuo de aminoacido H650
(pertencente a DAGL-a) ndo demonstrou conservagdo com H259 (pertencente a
PCL), o que pode ser explicado pela diferenga de tamanho entre as duas enzimas,
nao permitindo que o alinhamento alcance o ultimo residuo da triade catalitica. Porém,
esse tipo de alinhamento ndo nos da informacdes relativas a posicdo espacial dos
residuos de interesse. Para isso, Pedicord et al em 2011, através de dados de
mutagénese dirigida, relataram que a substituicdo dos residuos cataliticos S472 e
D524 por alaninas diminuia a atividade da enzima DAGL-a drasticamente. Ja a
identificacdo da histidina catalitica nao foi trivial, devido a limitagdo da homologia das
estruturas  tridimensionais  conhecidas, bem como dos alinhamentos
unidimensionais.” Assim, seis potenciais histidinas foram substituidas por alaninas e
observou-se que apenas a mutacdo da H650 causou a perda completa da atividade®,
revelando o terceiro aminoacido do sitio catalitico, uma vez que o mecanismo geral
de catalise das lipases ocorre por meio da ativacéo da serina catalitica, através dos
residuos de aspartato e histidina (Figura 8).8081

Além disso, considerando dados de mutagénese disponiveis para a enzima
PCL, pode-se observar que o residuo de H259 e o residuo de S145, estdo envolvidos
em importantes interacdes ligante-proteina, sendo constatado que a H259 é um
aminoacido critico para a funcdo da enzima, enquanto que S145, melhora
drasticamente a eficiéncia das reacdes que a envolvem,'% corroborando que essa
enzima pode ser empregada para os estudos de modelagem molecular, por conta da

similaridade estrutural e os residuos-chave conservados.
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Figura 29: Sobreposi¢do da sequéncia primaria das lipases PCL (PDB 5CH8) e DAGL-a
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Ademais, verificou-se os angulos ¢ e W dos residuos de aminoacidos da

estrutura cristalografica da enzima PCL, por meio do servidor online RAMPAGE,!!

observando-se através do Grafico de Ramachandram obtido, que os residuos

cataliticos ndo estdo em regides proibidas (Figura 30). Destes, a S145 encontra-se

em regido permitida (juntamente com S58, D92, T197 e F263 — aminoacidos que se

2 Residuos em vermelho estdo completamente conservados, residuos em azul estdo substituidos por
residuos homélogos, mas na mesma posicdo. Os residuos destacados por caixas demonstram a
conservacdo e alinhamento (S145/S472 e D199/D524) do sitio catalitico das duas enzimas. E
destacados por estrelas, os residuos H259 (PDB 5CH8) e H650 (DAGL-a).
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mostraram de pouca importancia para o estudo). Os demais (98,1%), encontram-se

em regides favoraveis, possibilitando a continuidade do trabalho com esta enzima.
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Figura 30: Gréafico de Ramachandram para a estrutura cristalogréafica de Penicillium Camembertii
lipase (PDB ID 5CH8).

Apbs a construcdo e otimizacdo dos ligantes da literatura cientifica (conforme
descrito na secdo 4.1), foram realizados os estudos de ancoragem molecular,
avaliando-se as quatro fun¢des de pontuacdo (ChemPLP, ChemScore, GOLDScore e
ASP). Foram analisadas as interagcfes dos ligantes descritos na literatura com
residuos chave para a atividade, bem como suas orientacées no sitio ativo como
parametros de distin¢ao, visto que ndo € possivel correlacionar diretamente os valores
de atividade (Clso) com as pontuacdes (SCORE) obtidas, de forma confiavel.®*

Foi possivel observar, por meio do programa DSV, que as funcdes de
pontuacao que demonstraram maior nimero de interacées entre as substancias da
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literatura e os residuos do sitio ativo (H259 e S145), foram ASP e GoldScore (Anexo
II), sendo ASP escolhida por apresentar melhor desempenho na previsdo de
interacOes-chave entre os residuos cataliticos e as moléculas selecionadas da
literatura, como demonstrado na Tabela 3.

Na Figura 31, é mostrada a melhor pose de ancoragem molecular, obtida com
a funcdo de pontuacdo ASP, para um ligante classificado como “Ativo”, com Clso =
302 nM (Anexo | — Figura 2), no modelo in silico da enzima PCL. Podemos observar
que o nitrogénio do aromatico do ligante realiza ligacao de hidrogénio nao-classica
com a cadeia lateral do residuo de H259, assim como a cadeia lateral do residuo de
S145 realiza 0 mesmo tipo de interacdo com um dos hidrogénios da subunidade
piridina, além de interacdo similar com um dos atomos de flior, enquanto que esse
altimo também participa de uma ligagcdo de halogénio com a espinha dorsal do residuo
de H144.112113114 Adicionalmente, o residuo de Y84 realiza interacdo do tipo
empilhamento T, se encontrando em uma aproximacdo ortogonal em relacdo a
subunidade p-clorofenila, ligada a sulfonamida. Por fim, observa-se uma interacéo

hidrofébica entre o grupo trifluormetila e o anel aromético do residuo Y21.

Figura 31: Representacédo da melhor pose de docking, obtida com a funcédo ASP, de uma
estrutura classificada como ‘Ativa’ com Clso = 302 nM, indicando as intera¢des com os residuos-
chave da enzima PCL.3

3 H259: Ligacdo de Hidrogénio ndo-classica; S145: Ligacdo de Hidrogénio n&o-classica; H144:
Interacdo de Halogénio; Y21: Hidrofébica; Y84: Empilhamento T. (Linhas tracejadas em cinza — Ligacéo
de Hidrogénio ndo-classica; linhas tracejadas em azul — Ligacédo de halogénio; linhas

tracejadas em rosa e lilas — Hidrofébica e empilhamento T, respectivamente). Atomos de hidrogénio
foram omitidos para maior clareza.
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A funcdo ASP também foi a Unica capaz de discernir entre ligantes ativos e
inativos, por meio da interacdo desses com residuos de interesse, tais como H259,
H144, Y21 e Y84. Como pode ser observado na Tabela 3, os residuos acima citados
demonstram maior frequéncia de interagcbes (dada em porcentagem) para as
moléculas agrupadas como ‘Ativas’, quando comparados com aquelas classificadas
como ‘Inativas’ para a fungdo ASP, tornando-se entéo a funcdo de pontuacao valida
para a etapa de triagem, pois, dentre as quatro funcdes utilizadas no estudo, foi a
Unica capaz de posicionar as moléculas de forma que as porcentagens de interacdes
observadas estivessem de acordo com os valores de poténcia (Clso), quando

separadas em macro grupos (‘Ativas’ e ‘Inativas’).

Tabela 3: Demonstrativo das porcentagens de interac¢des, por residuo, para classificagdo das
substancias da literatura, referentes a funcao ASP.

Funcéo - ASP
Ligantes/Residuos H259 H144 Y21 Y84
Ativas 53,3% 33,4% 30% 30%
Inativas 16,7% 13% 13% 20%

Escolhida a fungcao ASP, o proximo estagio do trabalho proposto foi a triagem
virtual, onde primeiro se observou os residuos de aminoacidos que constantemente
estavam envolvidos com as substancias agrupadas como ‘Ativas’, (H259, H144, Y84
e Y21), com base em seus respectivos percentuais de interagdes. Utilizando-os como
marcadores, foi possivel a avaliacdo e escolha de 8 compostos, dentre os 84
planejados para o projeto, caracterizados como mais promissores quanto a atividade

inibitoria frente a enzima alvo, para posteriormente serem sintetizados.

5.2 COMPOSTOS SELECIONADOS PARA A ETAPA DE SINTESE COM
BASE NOS ESTUDOS IN SILICO

Baseado nas informagbes discutidas na secdo 5.1, foram selecionados 8
derivados para a etapa de sintese, como demonstrado na Figura 32. As interacdes
entre as substancias e os residuos de aminoacidos previstas pelo modelo

computacional validado estéo ilustradas pela Tabela 4.
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Tabela 4: Interagbes previstas para os 8 derivados sulfonamidicos selecionados para a etapa

de sintese. Os residuos de interesse estdo em destaque (vermelho).

Ligante ASP
89 28,6085
87 26,3724
99 25,5643
93 24,3898
100 22,7781
92 21,9389
97 19,8718
96 16,8574

Ligagdo de hidrogénio Ligacdo de hidrogénio Il empilhamento-T

com dtomos da ligagdo nio classica
- peptidica o .Empilhamento—rt
Interagdes: ] Ml Anion-n
Ligagio de hidrogénio T-Enxofre
com atomaos da cadeia . Cation-m . Hidrofohica
lateral do residuo
_ o]
1}
O\N . H3C\ |s|‘N
+NZ=
2 O H
o H3C ‘99) CH3
/ (0]
H;C “
HN -
ﬂ o HN 5 +30
1] 1l
s; N ? - N . H.C” s N
1l
/©/ 3 8 Y
H5;C (89) H,;C (87) (93) \CH3

(96)
Figura 32: Compostos sulfonamidicos selecionados com base nos estudos in silico, como candidatos
a ligantes da enzima sn-1 DAGL-a.

E possivel observar pelos dados mostrados na Tabela 4, que todos os ligantes
selecionados interagem com a H259 catalitica, bem como com outros residuos de
interesse. Ademais, observa-se por meio da Figura 32, que as moléculas

selecionadas como as mais promissoras apresentam em sua estrutura grupos
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aceptores/doadores de ligacdo de hidrogénio e pelo menos um anel aromatico, com
excecao das substancias 96 e 100, em concordancia com os dados encontrados na
literatura, que mostraram a importancia desses requisitos estruturais para a atividade.
75,8297.98 A sobreposicdo das substancias triadas pelo modelo computacional é
mostrada na Figura 33.

Figura 33: Sobreposi¢édo das melhores poses obtidas para os 8 derivados sulfonamidicos
(laranja) triados para a etapa de sintese. Atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Residuos cataliticos H259 e S145 em destaque (verde).

A sobreposicdo mostrada pela Figura 33, ilustra a concordancia obtida entre
as melhores poses das substancias triadas, mostrando o grupo sulfona orientado para
a mesma regidao em quase todas as estruturas, interagindo com o residuo R87, por
meio de interacdes de hidrogénio (mostradas na Tabela 4), direcionando os anéis

aromaticos para mais perto dos residuos cataliticos.
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Figura 34: a) Vista superior e b) Vista lateral da sobreposi¢do das melhores poses de

docking obtidas para as substancias 87 e 89. c) Representa¢édo da melhor pose de docking obtida
com a funcdo ASP da estrutura 87 e da d) estrutura 89; Linhas tracejadas em verde e cinza — ligacéo
de hidrogénio e ligacdo de hidrogénio ndo classica, respectivamente, em rosa e lilas — hidrofébicas.

Atomos de hidrogénio n&o polares foram omitidos para maior clareza.

Para as duas substancias, demonstradas pela Figura 34, é possivel observar
o direcionamento do grupo toluil para dentro do bolséo hidrofébico, causado pela
geometria do grupo sulfonila, fazendo também com que as subunidades aromaticas e
seus respectivos substituintes na outra extremidade da molécula figuem orientados
para fora da enzima, como pode ser melhor observado na Figura 33. Isso pode ser
explicado, em partes, pela presenca do anel pirrolidinico, conferindo certa restricao
conformacional, além da orientacdo imposta pelo grupo sulfonila. Observa-se em 87,
uma ligagéo de hidrogénio n&do-classica entre a cadeia lateral da Y84 e o carbono alfa
a carbonila pertencente ao anel pirrolidinico, orientando a posi¢céo da amida. Ademais,

nota-se que o0s anéis aromaticos substituidos pelo grupo metoxila, realizam interacdes
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do tipo empilhamento (1T e T) com o residuo de Y84, refor¢cando a interacado com o sitio
catalitico da enzima.

Dentre as moléculas selecionadas na etapa de triagem virtual, as substancias
92 e 93 foram as Unicas com apenas duas interacdes significativas com os residuos
marcadores H144 e H259 (catalitico), como demonstrado pela Figura 35. Contudo,
esse tipo de interacdo (ambos com ligacdo de hidrogénio ndo classica) advinda
desses residuos néo foi constatada em nenhum outro ligante selecionado, permitindo
maior aproximacao dessas substancias com o sitio catalitico (S145-D199-H259),
gquando comparadas aos demais ligantes selecionados, uma vez que a ligacédo de
hidrogénio é a interacdo com maior forgca e menor comprimento, se assemelhando a

uma ligacéo efetiva.
b)

a)

Figura 35: a) Representacdo da melhor pose de docking obtida com a funcdo ASP da estrutura 92 e
da b) estrutura 93; Linhas tracejadas em cinza — ligacdo de hidrogénio néo classica. Atomos de

hidrogénio nédo polares foram omitidos para maior clareza.

E possivel observar, por meio da Figura 36, que, embora as estruturas
compartilhem certas semelhancas em suas cadeias alifaticas, apresentaram
interacdes diferentes com os residuos de aminoacidos destacados. Uma possivel
explicacdo para essa observacéo, pode ser a afinidade dos residuos H144 e H259 por
interacOes hidrofobicas, o que € evidenciado pela orientacdo dessas estruturas na
enzima, de modo a favorecer a orientacdo do grupo toluila em 97, como pode ser
observado na Figura 36-b), em detrimento de grupos menos hidrofébicos, como
ocorre também nas moléculas 87 e 89 (Figura 34). Ja nas moléculas que apresentam
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grupo metila, diretamente ligado ao enxofre, como observado na Figura 36-a) e -c),
as interacdes hidrofébicas entre esses mesmos residuos ocorrem nas cadeias
alifaticas. Ademais, observa-se ligacao de hidrogénio entre a espinha dorsal da Y84 e
o hidrogénio ligado ao nitrogénio da sulfonamida das substancias 96 e 97 (Figura 36-
a) e -b)) e uma interacdo m-enxofre entre a Y84 e o enxofre do grupo sulfonila da

substéancia 100 (Figura 36-c)).

b)

Figuré 36: a) Representacdo da melhor pose de docking obtida com a fung%lo ASP da

estrutura 96, b) da estrutura 97 e da c) estrutura 100; Linhas tracejadas em verde e cinza — ligacao
de hidrogénio e ligacao de hidrogénio ndo classica, respectivamente; em amarelo — TT-enxofre; em

rosa e lilas — hidrofébicas. Atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Diferentemente das outras substancias, a molécula 99, demonstrada pela
Figura 37, apresenta uma ligacao de hidrogénio ndo classica entre a cadeia lateral do
residuo de aminoacido K270 e o nitrogénio do grupo sulfonamida que age como
aceptor, ja que, segundo o programa MarvinSketch, em pH intracelular, esse
nitrogénio encontra-se desprotonado. Observa-se também um empilhamento-1 entre
o anel aromatico ligado diretamente ao nitrogénio do grupo sulfonamida e o residuo
Y84. Ademais, assim como as moléculas 87, 89, 97 o grupamento toluila interage com

os residuos Y21, H144 e H259, por meio de intera¢gdes hidrofébicas.
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H2589

Figura 37: Representacdo da melhor pose de docking obtida com a funcédo ASP da
estrutura 99; Linhas tracejadas em cinza — ligac&o de hidrogénio néo classica,
respectivamente; em rosa e lilas — hidrofébicas. Atomos de hidrogénio n&o polares foram

omitidos para maior clareza.

5.3 SINTESE, MECANISMOS E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS
DERIVADOS SULFONAMIDICOS

5.3.1 Primeira etapa - Obtencado do éster metilico da L-prolina na forma de
cloridrato (85)

1) MeOH, SOCI, 0°C,1h CH;
N 2)t.a,2h +/
H (4 (o) H Cl
2 (85)

Figura 38: Reacao de obtencéo do cloridrato de éster metilico da L-prolina (85).

No espectro de RMN de 'H do cloridrato de éster metilico da L-prolina (85),
representado pela Figura 39, podemos observar a presenca de um multipleto em 1,96
ppm, referente aos dois atomos de hidrogénio H-1 (magneticamente equivalentes),
dois multipletos em 2,04 ppm e 2,29 ppm, referentes aos dois atomos de hidrogénio
H-2, que devido a sua vizinhanca sdo magneticamente distintos, um multipleto com

deslocamento quimico igual a 3,25 ppm correspondente aos dois hidrogénios H-3,
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além de um multipleto em 4,39 ppm referente ao hidrogénio H-5, que acopla com os
hidrogénios H-2.

E possivel observar também a presenca de um singleto em 3,79 ppm,
apresentando uma integral igual a trés, representando os 3 hidrogénios equivalentes
(H-4) ligados ao atomo de carbono do grupo éster recém-formado. Ademais, devido a
sua vizinhanca distinta, os dois atomos de hidrogénio pertencentes ao nitrogénio,
apresentam-se com diferentes deslocamentos quimicos. Além disso, observa-se
também um possivel traco de metanol, juntamente com os sinais referentes a H-3, ja
gue o0 processo de extracdo se baseia apenas na remogéo do solvente sob pressao
reduzida. Observando-se no espectro DEPT-Q um pequeno sinal em 50 ppm, o que
pode corroborar essa hipotese, além dos sinais esperados para 0 composto em

guestao, como ilustrado pela Figura 40.
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Figura 39: Espectro de RMN *H obtido para cloridrato de éster metilico da L-prolina; solvente:
DMSO-ds, 600 MHz.




71

6 54 3 21 )
@ oy g S i:—14000
g 23 § &g i
‘T il | | ‘ 12000
(11000
4 1:»10000
; 2 O—CHj ;-9000
5 8000
6 t7000
6000
- -|—N\ o Fs000
/ H La000
H
}2000
F1000
1 f-o
;-1000
f.—-zooo
;»3000
]‘—-4000
F-s000
L6000
[-7000
[-s000
f'»-gooo
[-10000
]-—~uooo
:'L-uooo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T .r
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 Chemical Shift (ppm) 70 60 50 40 30 20 10 0 -0 -20

Figura 40: Espectro de RMN DEPT-Q, obtido para cloridrato de éster metilico da L-prolina;
solvente: DMSO-ds, 150 MHz.

O mecanismo de reacao proposto (Figura 41), inicia-se com o ataque do acido
carboxilico da L-prolina (84) ao atomo de enxofre pertencente ao cloreto de tionila
(101), formando 102. Assim, é possivel reagi-lo com o cloreto liberado, mesmo com a
baixa nucleofilicidade apresentada por esse halogénio, formando um intermediario
tetraédrico (103), que gera o cloreto acido desejado (107), juntamente com didxido de
enxofre (104) e acido cloridrico (105).11°
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Figura 41: Mecanismo proposto para a formagéo do cloridrato de éster metilico da L-prolina.

Apoés a formacao do cloreto de acido carboxilico 107, é possivel reagi-lo com
metanol (106), in situ, por meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilica acilica,
formando o cloridrato de éster metilico da L-prolina (85), apés a formacdo do
intermediario tetraédrico (109) e posterior eliminagdo do cloreto (bom grupo
abandonador).192

Seguido do processo de isolamento, foi realizada a cromatografia em camada
delgada (CCD), obtendo-se o Rf do cloridrato do éster metilico da L-prolina (85) igual
a 0,71 em eluente MeOH:CHCIs (7:3), representado pela Figura 42. Nela, pode-se
observar maior retencdo da L-prolina, comparada ao seu cloridrato. Isso se deve a
presenca do acido carboxilico como doador de ligacdo de hidrogénio no aminoécido,
enguanto no produto ha substituicdo pelo grupo metoxila, ocorrendo maior interacéo

do material de partida (84) com a silica.
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R¢|=0.71 N CI

(84)

MeOH:CHCI; (7:3)
Figura 42: Representagdo da cromatoplaca obtida para o cloridrato de éster metilico da L-

prolina (85), utilizando acido fosfomolibdico como revelador quimico.

5.3.2 Segunda etapa - Obtencao da sulfonamida 54, a partir do cloridrato

do éster metilico da L-prolina.

O0— —
CH, O—cH,
1) DCM, TEA, 0 °C, 5 min

+/ - >

N CI 2) p-TsCl, t.a., 2 h N

H, o \ o]

s=—0
(85) \
H;C \0 (54)
Figura 43: Reacao de obtencéo da sulfonamida 54, a partir do cloridrato do éster metilico da L-prolina
(85).

Apbs o processo de extracao, foi realizada a CDD, obtendo-se o Rf do produto
86 como 0,58 em eluente MeOH:CHCIs (7:3), representado pela Figura 44. Nota-se
maior interacdo do produto com a cromatoplaca, uma vez que a inser¢cao do grupo
sulfona aumenta a quantidade de aceptores de ligacdo de hidrogénio, conferindo ao
produto maior polaridade, tornando o seu valor de Rf menor do que o observado no

Seu precursor.
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MeOH:CHCI; (7:3)
Figura 44: Representacédo da cromatoplaca obtida para a reacao de obtenc¢éo da sulfonamida

54, a partir do cloridrato de éster metilico da L-prolina (85), utilizando acido fosfomolibdico como

revelador quimico.

Os espectros de RMN de 'H e DEPT-Q foram obtidos para elucidacéo estrutural
do composto 54 e estao representados pela Figura 45. Dois dupletos sdo encontrados
na regido ampliada do espectro de H, caracteristica de aromaticos, sinalizando os
hidrogénios H-7 (2H) e H-8 (2H), pertencentes ao grupo p-toluila, sendo estes
ligeiramente diferentes, por serem magneticamente distintos. Os demais sinais, se
assemelham com o espectro de 85. No espectro DEPT-Q, encontram-se 0s sinais
esperados para 54: com os sinais de carbonos quaternéarios (C-9, C-10 e C-11) na

mesma fase que os sinais metilénicos (C-2, C-3 e C-4).
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Figura 45: Espectros de RMN *H e DEPT-Q, obtidos para a sulfonamida 54; solvente: DMSO-ds, 600
MHz para 'H e 150 MHz para DEPT-Q.
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5.3.3 Terceira etapa - Obtencao da p-toluenosulfonil L-prolina (53)

N o NaOH, Dioxano . N\ O
350 4 h, refluxo 350
H3C \(\) (54) H3C \\
(53)

Figura 46: Reacédo de hidrdlise do grupo éster, para a obtencao da carboxi sulfonamida 53.

Na Figura 47, observa-se 0 mecanismo proposto para a obtencdo da
sulfonamida 53, se iniciando com o ataque nucleofilico da hidroxila a carbonila,
formando o intermediario quaternario 111. Em seguida, a dupla ligacdo é
restabelecida, forcando a saida do grupo metoxila, que abstrai o proton do acido
carboxilico 53, devido a sua elevada basicidade, sendo liberado na forma de metanol
(106). Com posterior adicdo de HCI, ocorre a protonacao do anion 113 e formacéao do

acido carboxilico como produto final 53.
(O—CH3

OH Na MOH
(110) -
N (O

0—
O‘( o \340
N
s=
“SCO“ e (1)
(54)
HyC— o
F\ (112)
o—H o}
N o)
N o)
=0 NaCl 5=0 ' MO
W\ (114) \}) CH,OH \ _O
o] H;C (106) A
H,C (53) (113) 5

(53)
Figura 47: Mecanismo proposto para a formacao da carboxi sulfonamida 53.

Com a obtencdo do espectro de Infravermelho (IV), foi possivel observar a
interconversao de grupo funcional, éster para acido carboxilico, demonstrada pela

banda em 3545 cml, referente a hidroxila livre. Ademais, sdo observados
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estiramentos em 1716 cm™, correspondente a C=0 proveniente de acido carboxilico,
em 1335 cm correspondente a sulfona, e por fim 1153 cm™?, referente a amina (C-N),

indicando, neste caso, sulfonamida terciaria.
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Figura 48: Espectro de Infravermelho, em modo ATR, da sulfonamida 53.
5.3.4 Obtencao do derivado sulfonamidico 87, proveniente da p-anisidina
(0]
OH MW,80W,80°C,1h HN \
CH Dioxano CH;3
>
N\ o HZ”\@\ MO
s= o \ __O
H;C P (86) CH S 87
(o] (53) 3 \\o (87)

H,;C
Figura 49: Reacéo de formacé&o do produto final 87, proveniente da p-anisidina.

Com o intuito de se obter o produto desejado de forma mais eficiente e mais
rapida, aplicou-se a metodologia de MAOS (sintese organica auxiliada por micro-
ondas - microwave-assisted organic synthesis, em inglés), que vem sendo

extensivamente aplicada e reportada na literatura.!'®
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Assim aplicou-se a metodologia MAOS (descrita ha secao 4.2.1.4) para o acido
53 e a p-anisidina (86), utilizando 1 mL de dioxano para solubilizacdo, a temperaturas
de 60 °C, 70 °C e 80 °C, sendo a ultima evidenciada como melhor condi¢céo, devido
ao maior rendimento obtido (15% - apés purificacao), dentre as temperaturas testadas.
Além disso, foram testados 30 minutos, 1 hora e 2 horas, sendo 1 hora o melhor tempo
para essa reacdo, pois ndo houve alteracdo significativa quanto as manchas
observadas na CCD ap0s esse periodo.

ApGs o processo de isolamento, observou-se na cromatoplaca obtida para o
produto 87 a presencga de duas manchas com Rf muito proximos, indicando que ndo
seria possivel a purificacdo por coluna flash preparativa. Assim, optou-se por utilizar
o método de purificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
monitorando em diferentes comprimentos de onda (190, 254 e 390 nm), eluente
Acetonitrila:H20 (gradiente 5-100%).

5.3.5 Obtencao do derivado sulfonamidico 89, proveniente da o-metoxi-p-

nitroanilina
=
/
OH HN N+
EDCI, DMAP, DCM, t. a.,,12 h \\
> o)
N H,N

o=z+

?\/ HiC 0 S;O CH,
H3C 0 (88) \é)
(53) H,C

(89)

Figura 50: Reacéo de formacé&o do produto final 89, proveniente da o-metoxi-p-nitroanilina.

Observou-se, ap0s o processo de extracdo, a presenca de duas manchas na
cromatoplaca com Rf muito proximos, indicando que nao seria possivel a purificacdo
por coluna flash preparativa. Assim, optou-se por utilizar o método de purificacédo por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), monitorando em diferentes
comprimentos de onda (190, 254 e 390 nm), eluente ACN:H20 (gradiente 5-100% de
ACN). Apo6s o processo de purificagéo, foi realizada a CCD, obtendo-se o Rf do

produto 89 como 0,84 em eluente MeOH:CHClIs (1:1), representado pela Figura 51.
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Figura 51: Representagéo da cromatoplaca obtida, apos purificagédo da sulfonamida 89.

No mecanismo proposto, demonstrado pela Figura 52, observa-se a retirada
do hidrogénio do acido carboxilico 53 pelo nitrogénio do grupo carbodiimida do agente
acoplante EDCI (115), possibilitando o atague ao carbono desse mesmo grupo,

formando um éster com carbono carbonilico mais eletrofilico (118).

CH3 CHB
HsC —
C 3
N Yo N — (117 HN—/

N = /_/—
o
520 U cn, o >=
Wy N i HyC—N_ HN
il CHs > HsC H
(122) Gid (119)
(1200 '3
" «i
(117) ,0 =
N\+ Y m
/_/_ >=0
\
o ) N HsC—N HN /©/‘o
CH \ 89
s T o m ) o "
(123) \/\/ CH3 (124) H3C

(120)
Figura 52: Mecanismo proposto para a formacao da sulfonamida 89.
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Em seguida, o DMAP (117) realiza um ataque nucleofilico ao éster obtido, para
a formacao do intermediario tetraédrico 119, que ao reestabelecer a carbonila, elimina
o0 precursor da ureia, dando origem ao intermediario 121, com melhor grupo
abandonador. Este, por sua vez, reage rapidamente com a anilina 88, regenerando o
catalisador DMAP (117) no meio reacional, seguido da formagé&o da ureia 124, por
meio da desprotonacdo do grupo amida formado (123), gerando, finalmente a

sulfonamida de interesse 89.

5.3.6 Obtencédo do derivado sulfonamidico 92 — Série B

i o N
\
/S\ DCM, Py, t.a., 8 h - 43/ AN
07\ |
HsC™ || "Cl CH —
(o] 3 / /0
(90) + O +N
- [l
N (%2) o)
(91) o)

Figura 53: Reacéo de formacéo da sulfonamida 92.

A reacdao foi inicialmente mantida por 12 horas, sob agitacdo a temperatura
ambiente, gerando o produto com 71% de rendimento. Com o intuito de reduzir o
tempo de reacgéo, a sintese foi repetida e o rendimento foi avaliado depois de 8 horas
(apbés monitoramento por CCD), obtendo-se 94% de rendimento. Uma hip6tese para
explicar a diminuicdo do rendimento observada no maior tempo de reagao, seria a
diminuicdo do pH do meio reacional por consequéncia da formacéo dos subprodutos
(Py e HCI), favorecendo assim a clivagem do produto obtido. Uma vez que em meio
acido, o nitrogénio do grupo sulfonamida abstrai um préton, quebrando a ligagcdo com

0 enxofre e voltando ao material de partida (p-nitroanilina).
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5.3.7 Obtenc¢édo do derivado sulfonamidico 93 — Série B

CH
o O/ 3
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(90) H,C + O I
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Figura 54: Reacgéo de formagéo da sulfonamida 93.

ApoOs a extracdo, somente uma mancha foi observada na CCD. Contudo, o
espectro de RMN de 'H mostrou sinais com deslocamento quimico em regiées que
ndo correspondem a sulfonamida analisada, sendo necessaria uma etapa adicional
de purificacdo por CLAE, observando-se o surgimento de dois sinais com tempos de
retengéo diferentes para o eluente ACN:H20 (gradiente 5-100% de ACN), indicando a

coeluicao e sobreposicao da impureza com a mancha do produto desejado na CCD.

5.3.8 Obtencao do derivado sulfonamidico 99 — Série B

HiC—g
(0]
H
\\S/CI DCM, Py, t.a., 12 h o. N
\ - \\S/
(0] H,N \S
e °
H,;C (94) H3C~o

(99)
(98)

H,C
Figura 55: Reacéo de formacgé&o da sulfonamida 99.

ApOs o processo de isolamento, obteve-se o composto 99 com 82% de
rendimento, sem a aplicacao de etapas adicionais de purificacdo. Tal fato pode ser
explicado pela doacao de densidade eletrénica, do grupo metoxila para o grupo amina,
uma vez que o mesmo € um ativador forte, favorecendo o acoplamento para a
formacéo da sulfonamida.

Na Figura 56, € demonstrado o mecanismo proposto para trés das cinco

sulfonamidas obtidas para a Série B (92, 93 e 99). Nele, observa-se o ataque
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nucleofilico da anilina correspondente (p-nitroanilina, o-metoxi-p-nitroanilina e o-
metoxianilina) aos respectivos cloretos de sulfonila (MsCl ou p-TsCl), formando o
intermediario 125. ApOs isso, a base piridina (126) abstrai um dos protons do

nitrogénio da sulfonamida, restabelecendo sua neutralidade, gerando o produto

desejado.
0 = =
||r\ hﬁ Hy / \ :l:
“1I5cl Cl-=-8--N_3
04  HaN 5= %A% \|-
N s\
W R
R = CHj (90) T (125)
R = p-PhCH (94) ! "

W = p-nitro (91)
o-metoxi-p-nitro (88)
o-metoxi (98) =
Cl
o N
II /O w \_7 (126)
Sy Xy ‘
R
H

o} ~
@ __ I D w
W = p-nitro (92) H’ R/ﬁ\(hllg. ™
o-metoxi-p-nitro (93) cr \ / o |
o-metoxi (99) H (127)

(128)
R = CH; (92) e (93)
R = p-PhCH; (99)

Figura 56: Mecanismo proposto para a formacéo das sulfonamidas 92, 93 e 99.

5.3.9 Obtencao dos derivados sulfonamidicos 96 e 97 — Série B

(o)
T 0] CH;
S DCM, DBU, t.a., 4 h o>
PETRAS
R™ || ~ci CHs PN CHs
o H,N R™ |l "N CH,
CH; o H
R = CH; (90) CH, (95) R = CH; (%)
R = p-PhCHj (94) R = p-PhCHj3 (97)

Figura 57: Reacéo de formacé&o das sulfonamidas 96 e 97.

Usando solucéo de acido fosfomolibdico como revelador para CCD, foi possivel

observar o aparecimento de somente uma mancha para o produto 96. Constatou-se
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também, por meio do espectro de RMN de 'H, somente a presenca dos sinais
caracteristicos para esse composto. Ja o composto 97, observou-se, duas manchas
na cromatoplaca em eluente MeOH:CHClIs (7:3), indicando a presenca de impurezas.
Assim, se faz necesséria a aplicacdo de coluna flash preparativa, uma vez que as
manchas se encontram com valores de Rf distintos.

Para a formacao das sulfonamidas 96 e 97, é necessaria a ativacdo da amina
97, por meio da estabilizacdo da carga positiva do nitrogénio (gerada apos o ataque
nucleofilico) pela base n&o-nucleofilica DBU (129), resultando no intermediario
nucleofilico 131, que atacard o enxofre do cloreto de sulfonila, fornecendo, ap6s a
eliminacdo do cloreto, a sulfonamida correspondente.'’” Esse mecanismo esta

ilustrado na Figura 58.
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Figura 58: Mecanismo proposto para a formacao das sulfonamidas 96 e 97.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O modelo in silico obtido por meio de modelagem molecular para a enzima PCL
foi apropriadamente validado, analisado e empregado na triagem virtual das
substéancias propostas, apresentando a funcéo de pontuacdo (ASP) com capacidade
de diferenciar ligantes ativos e inativos, propiciando de forma adequada a selecao de
8 derivados sulfonamidicos promissores a inibicdo da enzima DAGL-a.

Destes, 5 compostos foram obtidos com bons rendimentos de reac¢do. Dois
desses compostos, foram obtidos em 4 etapas, com rendimentos globais de 9% e
18%, para 87 e 89, respectivamente. J& os outros 3 compostos foram obtidos em 1
etapa, com rendimentos de 41%, 82% e 94% para 96, 99 e 92, respectivamente,
sendo necessaria a aplicacdo de purificacdo por CLAE para dois dos cinco produtos
obtidos.

Os ligantes obtidos em grau de pureza acima de 95%, serdo enviados para a
Universidade de Leiden, com a colaboracéo do professor Dr. Mario van der Stelt, onde
serdo realizados testes bioquimicos a fim de avaliar a atividade inibitéria frente a
enzima DAGL-a humana. Paralelamente, serdo enviados a Universidade Federal de
Goias, com a colaboracdo da Professora Dr2 Monica Rodrigues Ferreira Machado,
onde serdo administrados em ensaios de teratogenicidade e obesidade, em modelos
de zebra fish.

O modelo in silico desenvolvido neste trabalho pode ser utilizado na triagem de
novos ligantes com subunidades sulfonamidicas para inibicdo da enzima DAGL-q,
bem como no direcionamento de novos estudos aplicados ao entendimento dos
complexos ligante-enzima.

Como perspectivas futuras, ha a purificacdo dos produtos 93 e 97, por CLAE e
coluna flash, respectivamente, além da sintese, isolamento e caracterizagcdo da
substancia 100, selecionada na etapa de triagem. Para em também seguida serem

enviadas para realizacdo dos ensaios biologicos.
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ANEXO A - Estruturas quimicas das substancias encontradas na literatura com atividade inibitéria comprovada frente DAGL-a
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Figura 1: Estruturas quimicas das substancias classificadas como “Muito Ativas”.



2 N

.a‘
~a.~
(4]
F Clgg = 510 nM

ﬂ\( CI
F m
HD
ase
0 o o S|

Clgg = 161 nM o Clss = 185 nM N

i )
Clgs =695 NM = nM

o CH
HiC _/_/— . Clgy = 143
HsC E 04@\ a 9
\ N—5=0 j_ %- CH3
0. _0 0% /—/ Clgs = 369,05 nM  © 0
HoN

H Clgg = 512 nM H
HsC o o L

CHs
& Hi€ CH, ‘/J

L n CH3
H:,c—/j Clgo = 800 NM r,]!/

Figura 2: Estruturas quimicas das substancias classificadas como “Ativas”.
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ANEXO B - Planilha das interagoes para os compostos classificados como “Muito ativos”, “Ativos”, “Pouco ativos” e “Inativos”

] Ligante Clo (M) ASP  |H144| Y21 | H259 | Y84 | S145 K270 s83|225| E257 | 85 [N8s8 | G82 |L146 | Q265|F256-E257 | L253|T254|R81 |A268
ma_0p6_1 06 28,239
ma_0p9_2 0,9 26,0876
ma_2p4_3 seg 2,4 31,7816
ma_3p0_4_pri 3,0 29,0723 l [ |
ma_11 5 11 27,4294
ma_17 6_pri 17 35,8981
ma_18 7 18 37,9839 B
ma_19_8 pri 19 31,0457 B o
ma_40 9 40 34,3790
ma_45_10 pri 45 25,1621 ||
ma_55_11 55 35,8694
ma_56_12 56 37,7282
ma_66_13_seg 66 32,8017 ||
ma_80_14 pri 80 34,3832
ma_91 15 a1 35,6054
% 20] 20 | 533] 40 | 0 20 6,67 6,67|667] 0] 0 | 0 0 0]o]o0] o0
a_117p49_1 117,49 31,1219
a 130 2 130 36,4330 |
a_143 3 pri 143 41,6933
a 161 4 161 27,3653 |
a_185 5 185 36,3923
a_194p98_6_pri 194,98 33,6549
a 302 7 302 38,9978 I o
a_389p05_8 389,05 | 33,3874 s
a_460 9 460 34,3870
a 510_10 seg 510 24,2071
a 512 11 pri 512 34,5145
a_600_12 pri 600 34,3442
a_695_13 pri 695 34,3489
a_800_14_pri 800 30,0062 [
3_1000_15 1000 33,0286 H
% 467] 40 | 533 | 20 | 133 20] 0 | 533 | 0| 0 |133|667]133| 667 |667|667] 0| 0O

Figura 5: Planilha demonstrando as interacées, em porcentagem, para a funcdo ASP, dos ligantes “muito ativos” e “ativos”.
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Ligante
pa_1047p13 1 _pri
pa_1100_2 pri
pa_1230p27_3_pri
pa_1412p54 4 pri
pa_1600_5
pa_2238p72_6
pa_2398p83_7_pri
pa_2691p53_8
pa_2754p23 9
pa_2800_10_pri
pa_3388p44_11
pa_3630p78_12_pri
pa_5000_13
pa_5888p43_14 pri
pa_8709p67_15

i_10000_1_pri
i_10000_2_seg
i_10000_3
i_10000_4
i_10000_5
i_10000_6_seg
i_10000_7_pri
i_10000_8
i_10000_9_pri
i_10000_10
i_10000_11_pri
i_13500_12_pri
i_14000_13
i_16000_14
i_30000_15

Clgg (nM)

%

%

1047,13
1100
1230,27
1412,54
1600
2238,72
2398,83
2691,53
2754,23
2800
3388,44
3630,78
5000
5888,43
8709,67

10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
13500
14000
16000
30000

ASP
35,0682
31,1779
33,6912
32,5059
34,5437
30,5569
32,8059
30,2842
33,5099
31,0733
33,6068
31,7749
31,0147
32,2665
33,0566

34,3249
32,9707
36,4931
36,9745
40,4918
38,2717
37,3100
38,8698
37,4353
28,2539
35,6625
27,9913
23,5480
28,8142
32,0369

H144| Y21 | H259 | Y84 | S145 K270 F256 583(Q225| E257 | S85 [N88 | G82 |L146 | Q265 |F256-E257 | L253|T254|R81 |A268
13,3] 20 20 33,3 0 46,7 13,3 0667 20 0 [667] 0 0 | 667 0 667 0 |667] 0
13,3] 667 | 13,3 | 6,67 0 80 86,7 0 0 66,7 0 0 0 0 | 667 0 13,3/13,3| 0 | 6,67

Figura 6: Planilha demonstrando as interagcfes, em porcentagem, para a fungcédo ASP, dos ligantes “pouco ativos” e “inativos”.
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1260

66,7

Ligante GoldScore CISO(nM)| K270 Y84 |F256 |R87
ma_Opb6_1 seg 44,2561 0,6

ma_0p9_2 43,2728 0,9 B

ma_2p4 3 pri 50,8489 2,4 .
ma_3p0_4 42,9077 3,0

ma_11_5_pri 42,4298 11 ]
ma_17 6 seg 51,9639 17 B

ma_18 7_seg 48,4268 18

ma_19 8 50,6386 19

ma_40_9_pri 41,2168 40

ma_45_10_pri 44,4664 45

ma_55_11 59,226 55

ma_56_12 56,0396 56

ma_66_13 pri 45,6975 66

ma_80_14 46,057 80

ma 91 15 51,5582 91

% 46,7 | 733 | 73,3

a_117p49_1 seg 46,0734 117,49

a 130 2 47,3883 130

a 143 3 52,5031 143

a_161 4 pri 41,3368 161

a_185 5 pri 53,5109 185

a 194p98 6 43,8854 194,98

a 3027 48,9669 302

a_389p05_8 52,9979 389,05

a_460 9 38,8895 460

a_510_10 40,3185 510

a 512 11 44,7893 512

a_600_12_pri 60,8151 600 -.
a_695_13 50,5775 695

a_800_14 44,4769 800

a_1000 15 44,0092 1000

%

80

H144

46,7

5145 |D267 |V86

6,67 93,3

33,3 40 80 | 46,7

33,3

0

53,3 | 86,7

Y21 |H259 (w261 Q265 |N88 |S83 |G82 [E257 S85 | T254 |R81 |L253 |L146
46,7 6,67 | 13,3 | 6,67 | 6,67 | 667 | 6,67 0 0 0 0
40 | 46,7 13,3 6,67 0 0 0 33,3 | 667 | 667 | 13,3 | 6,67 | 6,67

Figura 7: Planilha demonstrando as intera¢des, em porcentagem, para a fungéo GoldScore dos ligantes “muito ativos” e “ativos”.
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Ligante GoldScore | Clgg (nM) R87 |I1260
pa_1047p13_1 51,6542 | 1047,13
pa_1100_2 28,4658 1100 ]
pa_1230p27_3 50,7646 | 1230,27
pa_1412p54_4_pri 46,7091 | 1412,54
pa_1600_5_pri 51,2476 1600 [
pa_2238p72_6 44,7037 | 223872
pa_2398p83_7_pri 51,7541 | 2398,83
pa_2691p53 8 51,3417 | 2691,53
pa_2754p23_9 45,8228 | 2754,23
pa_2800_10_pri 35,9381 2800
pa_3388p44_11 pri 46,8827 338344
pa_3630p78_12 45,794 3630,78
pa_5000_13 35,5856 5000
pa_5888p43_14 49,8028 | 588843
pa_8709p67p_15 455648 8709,67
i_10000_1 53,994 10000
i_10000_2_seg 56,1987 10000
i_10000_3 40,4307 10000
i_10000_4 47,8941 10000
i_10000_5 58,0619 10000
i_10000_6 57,5217 10000
i_10000_7 54,5442 10000
i_10000_8 56,89 10000
i_10000_9 55,2014 10000
i_10000_10_pri 48,8356 10000
i_10000_11 51,118 10000
i_13500_12_seg 40,5111 13500
i_14000_13_pri 42,089 14000
i_16000_14_pri 41,952 16000 |
i_30000_15 47,8654 30000

93,3

60

S83 E257 S85 | T254 |R81 ([L253 |L146
6,67 333 [ 13,3 ] 13,3 | 13,3 | 6,67 | 13,3
0 33,3 0 0 0 6,67 0

Figura 8: Planilha demonstrando as intera¢des, em porcentagem, para a fungéo GoldScore, “pouco ativos” e “inativos”.
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Ligante ChemsScore | Clsy(nM) RS7 | 1260 | H144 | s83 | D267 |v86| Y21 | H259 | W261 | Q265 E257 | S85 | Q225 | R81 | L146 | T254 | L253
ma_0p6_1_seg 27,2698 0,6
ma_0p9_2_seg 27,2753 0,9
ma_2p4_3_seg 21,3041 2,4

ma_3p0_ 4 pri 27,9230 3,0

ma_11_5_pri 23,7983 1

ma_17 6 18,8121 17

ma_18 7 28,4599 18

ma_19_8_pri 20,2668 19 B e
ma_40_9_pri 16,8494 40

ma_45 10 pri 23,4794 45

ma_55_11 pri 28,6353 55

ma_56_12_pri 26,9858 56

ma_66 13 pri 25,0397 66

ma_80_14 pri 23,5933 80

ma_91_15_pri 25,6636 91

% 667 ] 20 | 133|667 | 0 | 0 | 0 | 0

a_117p49_1_pri 27,6764 117,49

a_130 2_seg 20,8149 130

a_143_3 pri 21,8407 143 -

a 161 4 seg 22,0557 161

a_185_5_pri 25,8345 185
a_194p98_6_pri 25,9836 194,98 e
a_302_7 pri 21,3266 302
a_389p05_8_pri 21,1300 389,05

a_460_9_pri 23,3259 460 e
a_510_10_pri 23,3491 510

a 512 11 seg 27,7465 512

a_600_12_pri 19,7024 600

a_695_13 24,4110 695

a 800 14 24,1680 800
a_1000_15_seg 23,4818 1000 H

% 267 333|133 ] 267 | o | o [133]267]| 0 | o

Figura 9: Planilha demonstrando as interagdes, em porcentagem, para a fungdo ChemScore dos ligantes “muito ativos” e “ativos”.
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Ligante ChemScore | Cls(nM) | K270 | v84 | F2s6 | Re7 | 1260 | H144 D267 | V86| Y21 | H259 | w261 | Q265 E257 | S85 | Q225 | R81 | L146 | T254 | 1253
pa_1047p13_1 pri | 24,7409 | 104713

pa_1100_2_seg 24,3451 1100 e e
pa_1230p27_3 pri | 24,0981 | 123027
pa_1412p54 4 pri | 252032 | 141254

pa_1600_5 25,0612 1600

pa_2238p72_6 21,8583 | 223872
pa_2398p83_7_pri 26,4274 | 239883 e e s
pa_2691p53_8_pri 18,4446 | 269153

pa_2754p23_9 24,8861 | 275423 \

pa_2800_10_pri 20,2641 2800 e e
pa_3388p44_11 pri | 23,2313 | 338344 |
pa_3630p78 12 pri | 257472 | 3630,78

pa_5000_13 24,2128 5000 e
pa_5888p43_14 pri | 26,2893 | 588843

pa_8709p67_15 27,9303 | 870967

% o | 733 [733[267] o 20 0 667 | 267 o |267|667] 0 0

_10000_1 27,0821 10000

i_10000_2 25,8570 10000

i_10000_3_pri 27,2729 10000

i_10000_4_pri 27,8621 10000

i_10000_5_pri 30,4655 10000

i_10000_6_pri 27,5369 10000

i_10000_7 26,9654 10000

i_10000_8 pri 29,4198 10000

i_10000_9_pri 26,0733 10000

_10000_10 20,6236 10000

i_10000_11_pri 19,8828 10000

i_13500_12_pri 21,6066 13500

_14000_13 25,0212 14000

i_16000_14 pri 19,4660 16000

_30000_15 18,5596 30000

% 0o [133]667] 0 | 0 | o |667]667

Figura 10: Planilha demonstrando as intera¢ées, em porcentagem, para a funcdo ChemScore, “pouco ativos” e “inativos”.
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Ligante CHEMPLP  Clgy (nM) sgs | D267 | V86 H259 | w261 €257 | 0265 | 583 | N88 | @225 | 1253 | T254 | 1146 | F256-E257 | Rs1 | A268
ma_Opb 1 seg 57,2632 0,6

ma_0p9_2 65,0765 0,9

ma_2p4 3 pri 55,6629 2,4 e
ma_3p0_4 seg 57,5631 | 3,0

ma_11_5 64,1346 11

ma_17 6 _seg 58,3107 17 o

ma_18_7_pri 67,3167 18

ma_19_8 52,8418 19

ma_40_9 58,8968 40

ma_45_10_pri 57,8237 a5 e

ma_55_11_pri 69,6066 55

ma_56_12_pri 68,8853 56

ma_66_13_pri 60,8716 66

ma_80_14 64,7182 80

ma_91 15 pri 64,6586 91

% 20 | 80 | 733 333 | 133 | 333 667 667|667/ 667 0 | 0 | 0 0 0| o

a_117p49_1 63,5927 | 117,49

a_130_2 58,1215 130

a_1433 54,1751 143

a_161_4_pri 46,9695 161

a 185 5 68,3689 185 o
a_194p98_6_pri 64,9570 194,98 [
a_302_7_pri 61,2204 302

a_389p05_8 62,4977 389,05

a_460_9 68,9922 460

a_510_10_pri 49,7904 510

a_512_11 pri 63,9551 512 [

a_600_12_pri 70,0001 600 [
a_695_13_pri 61,8956 695

a_800_14_seg 64,7962 800 [ [
a_1000_15_pri 65,5057 1000

% 0 533 | 667 40 | 667 |667|667] 0 | 267667667 0 0| o

Figura 11: Planilha demonstrando as interagdes, em porcentagem, para a fungado ChemPLP dos ligantes “muito ativos” e “ativos”.
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Ligante CHEMPLP  Clyy(nM) | K270 | v84 | F2s6 | Re7 | 1260 s85 | D267 | Ve H259 | w261 | £257 | Q265 | 583 | N8s | Q225 | 1253 | 1254 | L146 | F256-£257 | R81 | A268
pa_1047p13 1 seg 67,5473 1047,13
pa_1100 2 72,2699 1100 B o
pa_1230p27 3 62,0899  1230,27
pa_1412p54 4 pri 63,8711 1412,54 s
pa_1600_5_pri 62,6098 1600
pa_2238p72 6 pri | 54,0383 223872
pa_2398p83 7 pri | 66,9478 239883
pa_2691p53_8 56,0360 269153
pa_2754p23 9 63,8851  2754,23
pa_2800_10 68,6988 2800
pa_3388p44_11 64,7853 338844
pa_3630p78_12 64,2286 3630,78
pa_5000_13 69,0506 5000 [
pa_5888p43 14 63,9294 588343
pa_8709p67_15 64,8646 8709,67
% 667 | 667]667] 0 | 0 [667] 0 | 0 |267 133 | 667] 0
i_10000_1 66,9838 10000
i_10000 2 61,6816 10000
i_10000_3 65,9728 10000 [
i_10000_4 65,5704 10000
i_10000_5 75,8668 10000
i_10000_6_pri 72,1442 10000
i_10000_7_pri 66,1573 10000
i_10000_8 pri 66,7040 10000
i_10000_9_pri 63,7103 10000
i_10000_10 57,9064 10000
i_10000_11 59,9945 10000
i_13500 12 52,5827 13500
i_14000 13 54,6584 14000
i_16000 14 pri 51,2745 16000
i 30000 15 pri 60,6772 30000
% 80 | 20 | 533 | 933[333]667 667 | 133[467]667] 0 | 0| 0 |133]133 0 0 | 667

Figura 12: Planilha demonstrando as interagc8es, em porcentagem, para a funcado ChemPLP, “pouco ativos” e “inativos”.



ANEXO C - Espectro de RMN de 'H, obtido para o intermediario 53; Solvente: DMSO-ds, 600 MHz.
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ANEXO D - Espectro de RMN DEPT-Q, obtido para o intermediario 53; Solvente: DMSO-ds, 150 MHz.
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ANEXO E - Espectro de RMN de !H, obtido para derivado sulfonamidico 87; Solvente: DMSO-ds, 300 MHz.

750
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ANEXO F — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H, obtido para derivado sulfonamidico 87; Solvente: DMSO-ds, 300 MHz.
H  Multiplicidade (5-ppm)
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ANEXO G — Ampliacéo do espectro de RMN de 'H, obtido para derivado sulfonamidico 87; Solvente: DMSO-ds, 300 MHz.
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ANEXO H - Espectro de RMN de 'H, obtido para o derivado sulfonamidico 89; Solvente: DMSO-ds, 600 MHz.

H  Multiplicidade (5-ppm)
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ANEXO | — Espectro de RMN de *H, obtido para derivado sulfonamidico 92; Solvente: DMSO-ds, 600 MHz.
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ANEXO J — Espectro de RMN DEPT-Q, obtido para o derivado sulfonamidico 92; Solvente: DMSO-ds, 150 MHz.
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ANEXO K — Espectro de RMN de 'H, obtido para derivado sulfonamidico 99; Solvente: DMSO-ds, 600 MHz.
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ANEXO L — Espectro de RMN DEPT-Q, obtido para o derivado sulfonamidico 99; Solvente: DMSO-ds, 150 MHz.
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ANEXO M - Espectro de RMN de 'H, obtido para derivado sulfonamidico 96 e ampliacéo a direita; Solvente: DMSO-ds, 600 MHz.
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ANEXO N — Espectro de RMN DEPT-Q, obtido para o derivado sulfonamidico 96; Solvente: DMSO-de, 150 MHz.
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Transmitancia (T)

ANEXO O - Espectro de IV, obtido para o intermediario 85 — ATR-FTIR.
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Transmitancia (T)

1,0

0,9

0,8

0,7

ANEXO P - Espectro de IV, obtido para o intermediario 54 — ATR-FTIR.
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Transmitancia (T)

ANEXO Q - Espectro de IV, obtido para o derivado sulfonamidico 92 - ATR-FTIR.
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Transmitancia (T)
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ANEXO R - Espectro de IV, obtido para o derivado sulfonamidico 99 — ATR-FTIR.
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Transmitancia (T)
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ANEXO S - Espectro de IV, obtido para o derivado sulfonamidico 96 — ATR-FTIR.
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Intens,

ANEXO T — Espectro de massas obtido para o derivado sulfonamidico 87.
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ANEXO U - Espectro de massas obtido para o derivado sulfonamidico 89.
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=l 420,18
N [M+H]
o
/
i (o= %
N 0
N \=0 eH,
¥
H5C ) 55}
]
224,13 ‘ 458,13 660.03 857.77
0 100 200 300 400 l 500 500 700 800 a00 mjz




124

ANEXO V - Espectro de massas obtido para o derivado sulfonamidico 92.
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ANEXO W - Espectro de massas obtido para o derivado sulfonamidico 99.

Inhensé +MS, 22.5min #2042
=l 278.12
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