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RESUMO

A doenca de Chagas é uma enfermidade tropical negligenciada causada pelo
protozoario Tripanosoma Cruzi, que gera sérios problemas de saude publica para muitos
paises dos continentes Americano, Africano e subcontinente indiano. O aumento do
namero de pessoas afetadas pela doenca de Chagas, e os efeitos colaterais dos
medicamentos atualmente disponiveis, nifurtimox e benznidazol, mostram a necessidade
do desenvolvimento de farmacos novos seguros e eficazes. Neste trabalho foi descrito a
sintese e caracterizacao estrutural do composto hit 9, um inibidor de cruzaina irreversivel
ja descrito na literatura. O hit 9 (19a) foi obtido na forma de mistura racémica,
apresentando inibicdo em cruzaina de 71% comparado ao controle positivo (63%). O
estudo de docking molecular permitiu sugerir o modo interacdo dos compostos
sintetizados. Além disso, foi possivel prever a estereoquimica R como mais promissora
para interagdo no sitio de cruzaina, a qual apresentou menor valor de AG = -30,37 e
maior valor de pontuacgéo 27.11. O estudo computacional ainda sugere novos derivados
do hit 9 promissores a inibicdo de cruzaina encontrados por quimica combinatoria,
considerando sua configuracdo R. Os resultados de sintese, docking molecular e
atividade biologica descritos nesse trabalho abrem caminhos para a descoberta de novos

compostos inibidores de cruzaina Uteis ao tratamento da doenca de chagas.

Palavras chaves: doencas negligenciadas, quimica medicinal, quimica

combinatéria, doenca de Chagas, Tripanosoma Cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected tropical disease caused by the protozoan
Trypanosoma Cruzi, causing serious public health problems for many countries in the
American, African, and Indian subcontinent. The increase in the number of people
affected by Chagas disease, and the side effects of the currently available drugs,
nifurtimox and benznidazole, reveal the need for the development of new safe and
effective drugs. In this work, the synthesis and structural characterization of the compound
hit 9, an irreversible cruzain inhibitor already described in the literature, was described.
Hit 9 (19a) was obtained as a racemic mixture, showing 71% cruzain inhibition compared
to the positive control (63%). The molecular docking study allowed us to suggest the
interaction mode of the synthesized compounds. In addition, it was possible to predict the
R stereochemistry as the most promising for interaction at the cruzain site, which
presented the lowest value of AG = -30.37 and the highest score value 27.11. The
computational study also suggests new derivatives of hit 9 promising the inhibition of
cruzain found by combinatorial chemistry, considering its R configuration. The results of
synthesis, molecular docking and biological activity described in this work open paths for
the discovery of new compounds that are useful cruzain inhibitors to the treatment of
Chagas disease.

Keywords: neglected diseases, medicinal chemistry, combinatorial chemistry,
Chagas disease, Trypanosoma Cruzi.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas e tratamentos disponiveis

A tripanossomiase americana, também conhecida como Doenca de Chagas (DC)
(GOMES et al., 2019), é uma das 21 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) de
acordo com a organizacdo mundial de satde (OMS) (ORTEGA et al., 2019; PERIN et al.,
2020; SERAFIM et al., 2017). As DTNs sao doencas infecciosas que prevalecem em
paises com clima tropical e subtropical (ARRUA et al., 2019; FERREIRA et al., 2014),
essas doencas causam uma grande quantidade de incapacidades e mortes no mundo
(FRANCO-PAREDES et al., 2020), e sdo causas graves de saude publica com impacto
social e implicacdes econémicas (SANTOS et al., 2020). Anualmente o custo a saude é
de cerca de $ 627 milhdes e calculam-se mais de 800.000 anos perdidos por
incapacidade laboral em pessoas que adquirem a doenca (ARRUA et al., 2019). Estima-
se que 10 milhdes de pessoas sdo afetadas principalmente na América Latina (ARRUA
et al., 2019; FRANCO-PAREDES et al., 2020), 75 milhGes de pessoas estdo em risco de
infeccdo (ACOSTA-HERRERA et al., 2019), mais de 10.000 morrem ao ano
(IKEDIONWU et al., 2020). No entanto, durante a tltima década foram identificados novos
casos de DC em areas ndo endémicas como Estados Unidos, Canadd, alguns paises
europeus, Africanos e no Pacifico Ocidental, o que a tornou um problema de saude
publica global devido ao fluxo migratério de pessoas e a globalizacdo (FRANCO-
PAREDES et al., 2020; MARTINS-MELO et al., 2019; SANTOS et al., 2020). A Figura 1

mostra a distribuicdo da tripanossomiase americana ho mundo.
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Figura 1. Distribuicdo da Tripanossomiase Americana (doenca de Chagas) no mundo. Fonte:
adaptado de (SANTOS et al., 2020).

A DC foi descoberta pelo pesquisador o Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas,
0 Unico cientista na historia da medicina responsavel pela identificacdo completa de todos
0s aspetos da doenca, desde o0 agente etioldgico ao vetor incluindo a infeccéo,
hospedeiro e as manifestacdes clinicas (SANTOS et al.,, 2020). Esta doenca é uma
infeccdo cronica que afeta todo o corpo, pelo que pode ser denominada uma doenca
sistémica (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015) causada pelo parasita protozoario T.
Cruzi, um parasita flagelado que produz uma série de enzimas alvo potenciais implicadas
na patogénese e na invasao de células hospedeiras (BARBOSA DA SILVA et al., 2019a).
Os principais vetores sdo Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata
(GUARNER, 2019), insetos triatomineos chamados coloquialmente como barbeiros
(ACOSTA-HERRERA et al., 2019; LYNN et al., 2020; MARTINS-MELO et al., 2019). O
ciclo de vida do parasita comeca com a picada do inseto no hospedeiro e suas fezes
entram em contato com o sangue (Figura 2A). No hospedeiro, a infecgédo ocorre quando
0 parasita estd no estagio de tripomastigota infectando as células préximas ao local da
inoculacdo, onde se diferenciam em amastigotas intracelulares (GUARNER, 2019)
(Figura 2B). Os amastigotas se multiplicam por fisséo binaria (Figura 2C), e em seguida
diferenciam-se em tripomastigotas infeciosos, sendo entdo liberados na corrente

sanguinea (Figura 2D). Vale ressaltar que o ciclo de vida mostrado na figura 2,
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representam apenas as etapas que envolvem o hospedeiro. As manifestacfes clinicas
encontradas para a DC podem ser decorrentes desse ciclo infeccioso (PROCEDURE,
2019). Cabe mencionar que a transmissao pode ocorrer de diferentes maneiras entre
elas estdo o consumo acidental desses insetos ou suas fezes, transmisséo vertical no
Gtero, transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos (SANTOS et al., 2020; ZECCA et
al., 2020).

i

FA Tripomastigota
AN

[ ; 9% E% Q:D
D
Tripomastigotas @
infecciosos

Figura 2. Ciclo de vida do T. Crizi no hospedeiro humano. A) picada do inseto no hospedeiro,
guanto suas fazes entram em contato com o sangue; B) infec¢cdo de células préximas ao local da
inoculacéo, onde os parasitas se diferenciam em amastigotas; C) amastigotas se multiplicam; D)
diferenciagdo em tripomastigotas infeciosos e libera¢@o na corrente sanguinea. Fonte: adaptado
de (PROCEDURE, 2019)

Embora essa doenga tenha sido descoberta ha mais de um século (FERREIRA et
al., 2014; GUARNER, 2019) s6 existem dois medicamentos para seu tratamento, o
Benznidazol (1, Figura. 3), e em alguns paises o Nifurtimox (2, Figura. 3) (CUCUNUBA
et al.,, 2017), ambos descobertos ha mais de 50 anos e incluidos na lista dos
medicamentos essenciais da OMS (ARRUA et al., 2019). E importante ressaltar que

esses medicamentos s6 mostraram ser eficazes na fase aguda da doencga, tendo baixa
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eficacia na fase cronica (CARDOSO et al., 2019; WANG et al., 2020), e causam efeitos
colaterais graves (DE MENEZES et al., 2019).

> H\/@ ;e
~~-N
0 N
@ G OZNwN
N O — CHs

1 2

Figura 3. Benznidazol (1) e Nifurtimox (2), farmacos para o tratamento da doenca de Chagas.
Fonte: autor

1.2. A enzima cruzaina como alvo molecular validado

Entre as enzimas produzidas pelo T. Cruzi, a cruzaina é a principal cisteino protease
de T. Cruzi, expressa-se ao logo do ciclo de vida do parasita. A cruzaina esta presente
em processos bioldgicos como a interacdo com as células hospedeiras, reproducéo,
nutricdo, diferenciacdo, sobrevivéncia do parasita dentro das células hospedeiras e a
evasdao do sistema imunolégico (CIANNI et al., 2019). A cruzaina é a forma recombinante
da enzima cruzipaina (EC 3.4.22.51) (CIANNI et al., 2019), composta por uma cadeia
polipeptidica de 215 residuos de aminoacidos (FERREIRA et al., 2019). As cisteino
proteases da familia da papaina, sdo em sua maioria endopeptidases proteoliticas que
hidrolisam ou clivam a ligacéo amida, através de um a triade catalitica localizada no sitio
catalitico (RIBEIRO, 2018). O sitio catalitico da cruzaina define-se como os residuos de
aminoéacidos envolvidos na atividade catalitica, formado pelos residuos cisteina (Cys25),
histidina (His162) e asparagina (Asn182) (Figura. 4) (BARBOSA DA SILVA et al., 2019b;
SIKLOS; BENAISSA; THATCHER, 2015), e um residuo de glicina (GIn19) que pode ou
nao estar envolvido na atividade -catalitica considerado um residuo acessorio.
Estruturalmente, essa familia de proteinas possui dois dominios, um dominio formado
predominantemente por hélices-alfa (dominio L) e outro composto por folhas  (dominio
R). O sitio catalitico esta localizado especificamente na fenda formada entre esses dois
dominios (Figura. 4) (RIBEIRO, 2018). A cruzaina é validada como alvo molecular para
a descoberta de novos medicamentos para a DC, por meio de estudos genéticos de T.
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cruzi e a capacidade de inibidores de cruzaina de diminuir a carga parasitaria in vivo
(FERREIRA et al., 2019). Inibidores seletivos dessa protease podem bloquear a
proliferacédo tanto de epimastigotas extracelulares quanto de amastigotas intracelulares,
e interrompem a transformacao de epimastigotas em tripomastigota metaciclicos in vitro,
em um processo chamado metaciclogénese (ROMEIRO et al., 2009). Os testes de
validacdo pré-clinica certificam a cruzaina como um alvo viavel de farmacos. Ha uma
diversidade estrutural de inibidores de cisteina proteases e mecanismos cataliticos que
mostraram serem capazes de tratar esta doenca em modelos celulares e animais como
0 caso da substancia K11777 (FERREIRA et al., 2019).

Dominio L
(a-Hélice)

& *"\

o

=

- ﬁx\#

Dominio R
(Folhas-B)

Figura 4. Subsitios S1, S2 e S3 e seus residuos de amino&cidos no sitio catalitico da enzima
cruzaina. Fonte: autor
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Atualmente, a maioria dos inibidores de cruzaina encontrados na literatura
pertencem a classe dos inibidores irreversiveis entre 0os quais podemos destacar as
chalconas (SINGH; ANAND; KUMAR, 2014), triazéis (BRAK et al., 2010),
tiossemicarbazonas (SILES et al., 2006), indol pirimidinas (WANG; DONG; SHENG,
2019), benzmidazéis (SANTOS et al., 2019) e vinil sulfonas (CIANNI et al.,2019) (Figura
5). O modo de inibicdo irreversivel ndo tem permitido que alguns dos inibidores
mencionados avancarem até fases pré-clinicas avancadas para aprovagdo como
farmacos. Um desses inibidores € o K11777 o qual apresenta em sua estrutura uma vinil
sulfona (8, Figura 5). Este composto apresentou resultados promissores em teste de
eficacia pré-clinica, para a DC em modelos de camundongos e cdes. No entanto, teve
problemas relacionados a sua alta toxicidade mesmo em doses baixas, o que foi
impeditivo para prosseguir para o desenvolvimento clinico, aspecto que foi atribuido a

seu modo irreversivel de inativacdo enzimatica (FERREIRA et al., 2019).

Triazol Tiossemicarbazona
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Figura 5. Estrutura quimica de compostos com atividade ja reportada para a inibicao da cruzaina.
Fonte: autor.
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1.3. Estratégias de Planejamento de Farmacos

A descoberta de medicamentos no inicio da década de 1950 até a década de 1980
foi baseada principalmente em dados obtidos em ensaios in vivo. No periodo atual, o
desenvolvimento de novas tecnologias como triagem in vitro, criacdo de grandes
bibliotecas de compostos e estudos de quimica combinatéria mudaram a perspectiva
anterior uma vez que estes permitem o desenvolvimento de medicamentos com base na
estrutura dos alvos, mudando assim o papel do quimico na era moderna, permitindo
passar da atividade in vitro a atividade in vivo, reduzindo parametros como complexidade,
tempo, economia e riscos (LOMBARDINO, JOSEPH G, 2004). Os métodos
computacionais de triagem virtual usados na descoberta de farmacos incluindo triagens
de milhdes de compostos, relagdes quantitativas estrutura-atividade e docking molecular,
sdo meétodos que simulam ou predizem como uma substancia interagem com um
determinado alvo biolégico (RUIWU; XIAOCEN; LAM, 2017).

O docking molecular é um método que calcula as afinidades de interacao entre uma
substancia e uma proteina (eg, energia livre de Gibbs (AG)) considerando interacdes nédo
covalentes comuns como ligacGes eletrostaticas, Van der Waals, e de hidrogénio e
prevendo conformacdes dos ligantes no sitio catalitico da macromolécula (KHATER;
NASSAR, 2021). A estratégia de docking molecular tem sido uma abordagem que tornou
a descoberta de um novo farmaco um processo mais rapido e focado, j4 que este é um
processo conhecido por ser excessivamente caro, longo e dificil que normalmente pode
levar entre 10-15 anos desde sua etapa inicial até aprovacéo pelo 6rgaos reguladores
(SERRANO et al., 2020). Alguns exemplos que podem ser citados sdo a obtencdo do
receptor Muscarinico M3 de Matrriot et al. patenteado pela Pfizer com atividade de 0,2 uM
e o inibidor da quinase 1 de Lyne et al, priorizado de um grupo de 250 hits com atividade
de 450 nM. Trabalhos recentes sdo direcionados para a sintese de compostos ja
priorizados por estudos de docking molecular.

Ferreira e colaboradores (2010) identificaram o composto (9, Figura 6) como um
inibidor irreversivel de cruzaina utilizando métodos de docking combinada com high-
throughput screening (HTS). O estudo foi realizado com uma biblioteca de 197.861

compostos que foi avaliada computacionalmente frente a estrutura cristalografica da
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cruzaina e no ensaio experimental quantitativo bioquimico com a enzima. O estudo
incluiu avaliagcbes para eliminar falsos positivos experimentais como, inibicdo por
agregacdo coloidal, interferéncia por fluorescéncia, inibicdo covalente promiscua, e
agueles compostos que apenas eram ativos somente na concentracao mais elevada do
ensaio bioquimico. Além disso, as moléculas foram agrupadas por suas caracteristicas
estruturais e avaliadas por similaridade com inibidores de cruzaina conhecidos, o que
mostrou que este hit caracterizava um modelo quimico inovador para esta atividade. O
hit (9, Figura 6) tem em sua estrutura quimica um anel oxazol, um anel indol grupos
amida e éster, e um fenil com fldor para-substituido, além de apresenta valor de ICso = 3
UM no ensaio bioguimico com a cruzaina reportado no artigo original

Inicialmente o hit 9 foi avaliado na forma de mistura racémica e ndo ha informacdes
sobre poténcia inibitéria de suas configuracbes R e S sobre cruzaina. Assim, o objetivo
deste trabalho foi sintetizar o hit 9 e suas configuracdes R e S para avaliacdo da poténcia
inibitéria sobre cruzaina. Com o objetivo de conhecer possiveis interacfes entre 0s
compostos sintetizados e a estrutura da cruzaina, foi utilizado docking molecular para
sugerir o modo de ligacdo destes compostos para validar a estereoquimica com maior

poténcia e melhor interacdo com a enzima.

HN_
o ~ O O
H & H _
9

Figura 6. Estrutura quimica do composto 9 identificado como inibidor irreversivel de. Fonte: autor
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho visa planejar, sintetizar e caracterizar compostos potenciais para o

tratamento da doenca de Chagas.

Objetivos especificos

a) Sintese do composto hit identificado 9 e suas configuracfes estereoquimica R e

S para confirmacao da atividade de inibicdo da cruzaina

b) Estudos computacionais para avaliagdo in silico do modo de ligacdo e

contribuicdo da estereoquimica para a interacao dos inibidores com a enzima

¢) Quimica Combinatéria Computacional para o planejamento de analogos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e métodos gerais

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich e usados sem purificacdo
prévia. Acetato de etila (AcOEt), hexano (Hex), cloreto de tionila (SOCI2), DL-triptofano,
carbonato de potéssio (K2COs3), hidroxido de sédio (NaOH), diclorometano (DCM), silica
gel (silica “flash”), sulfato de aménio anidro, tetrahidrofurano (THF), 3- amino- 5-
metilisoxazol, cloreto de 4-fluorobenzoil, cloreto de acetoxiacetila (Sigma Aldrich),
trietilamina (EtsN, Sigma Aldrich), carbonato de sddio (Na2COs, Sigma Aldrich), cloreto
de sodio (NaCl, Sigma Aldrich), L-triptofano, D-triptofano, azodiacarboxilato de
diisopropila (DIAD) e trifenilfosfina (PPhs).

O tetrahidrofurano foi destilado com sédio metalico. A cromatografia de camada
delgada analitica (CCD), foi realizada usando placas de gel de silica e C18 em folhas de
aluminio de 250 um, a visualizagao foi realizada usando camera de luz ultravioleta no
comprimento de onda de 365 nm, e a fase movel foi estabelecida para cada composto
analisado. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear unidimensional de
hidrogénio (RMN de 1H), carbono treze (RMN de 13C), e bidimensional Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) (HMBC), foram realizados em Dimetilsulféxido DMSO-d6,
cloroférmio deuterado CDCI3, metanol deuterado (CD30D) e 6xido de deutério (D20).
Os espectros foram obtidos em espectrometro Bruker Fourier 600 (7,1 T) e 300, operando
a 600 MHz para os nucleos de 1H e 150 MHz para 13C e espectrometro Bruker Fourier
300 operando a 300 MHz para os nucleos de 1H e 75 MHz para 13C. Os dados foram
relatados como segue: s = singuleto, d = dupleto, t = tripleto, dd = dupla dupleto e m =
multipleto. Os espectros de massa foram adquiridos usando o sistema LC-DAD-ESI da
Shimadzu HPLC (CBM20A), bomba quaternaria LC-20AD, detector SPD-M20A,
amostrador automatico SIL-20A e compartimento de coluna CTO-20A, acoplado a fonte
ESI Bruker lon Trap (amaZon SL). Os espectros de UV foram adquiridos na faixa de 200-
800 nm. As analises de massas foram realizadas no modo positivo e m/z varrido de 50-
1000 usando os seguintes parametros: tenséao da fonte de 4,5 kV, gas de invllucro de

9,00 L / min, nebulizador de 40 psi e temperatura seca (300 ° C). As analises
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cromatograficas foram realizadas em coluna Luna® C-18 (5,0 um, 4,6 x 150 mm,
Phenomenex), a 25 °C. O gradiente de eluicdo foi agua/metanol e acido férmico a 0,1%
(A) e acetonitrila /4cido férmico a 0,1% nas seguintes condi¢des: 0 min, 30% B; 10 min,
100% B; 15 min, 100% B, 17 min, 30% B; 20 min, 30% B. Taxa de fluxo de 1,0 mL / min
e volume de injecdo de 2 pL. Os espectros de infravermelho (IV) foram adquiridos em
Espectrofotdmetro Nicolet IS5 Thermo Scientific, os quais foram gerados em %
Transmitancia versus frequéncias de absor¢cao na regido de 400-4000 cm-1. Pastilhas de
KBr foram utilizadas no preparo das amostras para a obtencao dos espectros.

3.2. Metodologia sintética

O hit 9 (19a) e suas estereoquimicas R (19b) e S (19c¢) tiveram suas rotas sintéticas
planejadas de acordo com o Esquema 1 compostos foram obtidos de acordo com o geral
Esquema 1. O processo sintético convergente foi dividido em trés rotas gerais 1) sintese
dos intermediarios 14a-b-c; 2) sintese do composto 18; 3) sinteses do composto finais
19a-b-c. A seguir presenta-se com detalhe cada uma destas etapas:

Sintese dos intermediarios 13a, 13b e 13c

R R

O O

10a, 10b, 10¢ 11a, 11b, 11c C')\Q\ 14a, 14b, 14c 9
F
NH
12
o) ~ 9

vi
+ N%O\JLN SN
Sintese do intermediario 17 H H
F

o R
HO i 0 ii,iii OH
W‘/l\NHZ L ch/ \H)\NHQ L Ll /@)\N/K’(
(0] H
. o)

o S W 5 JOUG
=, ,/ HO )
HyN SN o] Y H N leN SN
o H
18

17

10a,11ae10a 10b,11be11b 10c, 11ce 11c

R=
< NH  NH < NH
o (RS) & ®

~ (S)

Esquema 1. Esquema geral de sintese para o composto final 19a. Fonte: autor



26

3.2.1. Sintese dos intermediarios 14a-b-c.

A obtencao dos intermediarios 14a-b-c ocorreram através de uma esterificagdo no
grupo acido do triptofano com SOCI2 (LIU et al., 2015), seguida da reagéo de Schotten-
Baumann entre 11a-b-c e 4-fluorobenzoil para obter os compostos 13a-b-c (LOW et al.,
1992; MAGOSSO; VAN DEN BERG; VAN DER SCHAAF, 2021). Em seguida, realizou-
se a hidrélise béasica do grupo éster dos intermedidrios 13a-b-c para sintese dos

intermediarios 14a-b-c (Esquema 2).

R .
H N L i OH
2 HoN c:H3 CH3

10a, 10b, 10c 11a, 11b, 11c 14a, 14b, 14c 13a,13b, 13¢c

10a, 11a,13ae14a  10c, 11c, 13ce 14c  10b, 11b, 13b e 14b

NH NH NH

5w(RS) Y (R) (9

Esquema 2. Condic¢des reacionais para a sintese dos intermediarios 14a-b-c. (i) SOCl,, CH;0OH,
12 h, t.a; (i)TEA, DCM, 1 h, t.a; (iii) NaOH 50% (w/w), THF, 2 h, t.a. Fonte: autor

Procedimento experimental para sintese dos intermediarios 14a-b-c

Na primeira etapa reacional, os DL, L e D-triptofano (1,0 g, 4,90 mmol, 1,0 eq) foram
submetidos a reacdo com SOCIz2 (1,5 mL, 20,24 mmol, 4,13 eq.) para formacdo dos
cloretos de acila, seguido de esterificagdo com MetOH para formagéo de 1la-b-c com
rendimentos de 94, 97 e 91% respectivamente. Na segunda etapa, ocorre a formacéo de
amida reagindo 1l1la-b-c (4,60 mmol) com o cloreto de acido 12 (3,37 mmol) com EtsN
(5,07 mmol) em DCM por 1h a temperatura ambiente, para obtencdo de 13a-b-c com
rendimentos de 88, 83 e 85% respectivamente. Em seguida, foi realizada a hidrélise em

meio basico para remoc¢éo da metila usada como grupo protetor. A reacao foi realizada
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com NaOH (9,27 mmol) em THF por 2h a temperatura ambiente, levando a obtencao de

14a, 13b e 13c com rendimento 80, 83 e 91% respectivamente.

11a. Solido branco, rendimento de 94,29%. RMN de 1H (600 MHz, Metanol-d4) &6H
7.54 (dt, J = 8.0, 1.0 Hz, H-4), 7.40 (dt, J = 8.2 Hz, H-1), 7.21 (s, H-8), 7.10 (m, J = 8.0
Hz, H-6 e H-5), 4.33 (dd, J = 7.4 Hz, H-11), 3.80 (s, H-14), 3.42 (m, J = 7.6 Hz, H-10).
RMN de 13C (75 MHz, Metanol-d4) ¢ 171.73 (C-13), 6¢c 137. (C-2), 6¢c 126.58 (C-8), ¢
122.43 (C-6), 6¢ 118.34 (C-4), 6¢ 113.80 (C-1), 6¢c 106.25 (C-9), dc 53.34 (C-14), 6¢ 28.42
(C-10). IV (Vmax; cm-1; pastilha de KBr), 3457 (N-H amida), 3058 (C-H aromatico), 1645
e 1570 (N-H amida), 1734 (R-COO-R éster), 1000 e 1340 (R-COO-R éster) (Apéndice
A). A Figura 7 mostra as principais correlagbes no mapa de contorno de HMBC do
intermediario 10a.

11b. Solido branco, rendimento de 83,08%. RMN de 1H (300 MHz, Metanol-d4) 6H
7.54 (d,J=7.9 Hz, H-4), 7.40 (d, J = 8.1 Hz, H-1), 7.19 (s, H-8), 7.14 (t, J = 7.6 Hz, H-6),
7.08 (t, J = 7.4 Hz, H-5), 4.28 (m, J = 7.3 Hz, H-11), 3.81 (s, J = 1.9 Hz, H-14), 3.47 (dd,
J=15.1, 5.4 Hz, H-10), 3.38 (d, J = 7.4 Hz, H-10). RMN de 13C (75 MHz, Metanol-d4) &c
171.73 (C-13), 6¢ 139.16 (C-2), ¢ 129.04 (C-3), d¢c 126.53 (C-8), d¢c 123.83 (C-6), dC
121.21 (C-5), 6¢ 119.70 (C-4), 6¢ 113.57 (C-1), d¢c 108.32 (C-9), dc 55.51 (C-11), &¢c 54.56
(C-14), &c 28.42 (C-10). IV (Vmax; cm-1; pastilha de KBr), 3461 (N-H amida), 3042 (C-H
aromatico), 1645 e 1572 (N-H amida), 1730 (R-COO-R éster), 1314 (R-COO-R éster).
M/z 219,10 [M+H] +. (Apéndice B).

11c. Solido branco, rendimento de 90,82%. RMN de 1H (300 MHz, Metanol-d4) 6H
7.54 (d, J =7.9 Hz, H-4), 7.40 (d, J = 8.1 Hz, H-1), 7.20 (s, H-8), 7.15 (t, J =7.0 Hz, H-6),
7.07 (t, J = 7.0Hz, H-5), 4.33 (dd, J = 7.4 Hz, H-11), 3.80 (s, H-14), 3.38(m, J = 7.4 Hz, H-
10). RMN de 13C (75 MHz, Metanol-d4) &c 171.69 (C-13), 139.19 (C-2), 129.03 (C-3),
126.45 (C-8), 123.83 (C-6), 121.19 (C-5), 119.66 (C-4), 113.55 (C-1), 108.32 (C-9), 55.48
(C-11), 54.51 (C-4), 28.44 (C-10). M/z 219,10 [M+H]+. (Apéndice C).

13a. Solido rosa claro, rendimento de 87,50%. RMN de *H (300 MHz, CDCIs) dn
8.15 (s, H-15), 7.68 (dd, J = 5.4 Hz, H-8 e H-12), 7.53 (d, J = 8.0 Hz, H-17), 7.37 (dt, J =
8.1Hz, H-20), 7.20 (t, J = 6.3 Hz, H-16), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, H-9 e H-11), 7.01 (d, J = 2.5
Hz, H-18 e H-19), 6.61 (d, J = 7.7 Hz, H-3), 5.14 (dt, J = 7.7, 5.14 Hz, H-2), 3.74 (s, H-
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21), 3.45 (dd, J = 5.1, Hz, H-4). RMN de 3C (75 MHz, CDCI3) dc 172.54 (C-1), 166.07 (C-
6), 136.29 (C-10), 129.71 (C-14), 129.59 (C-7), 127.84 (C-8 e C12), 122.97 (C-13), 122.55
(C-16), 119.96 (C-19), 118.79 (C-18), 115.90 (C-17), 115.61 (C-9 e C11), 111.52 (C-20),
110.16 (C-5), 53.75 (C-2), 52.69 (C-21), 27.76 (C-4). M/z 341,12 [M+H] * (Apéndice D).

13b. Solido rosa claro, rendimento de 83,08%. RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) dH
8.14 (s, 15), 7.68 (dd, J = 13.3 Hz C-8 e C12), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, H-17), 7.37 (dt, J =8.1
Hz, H-20), 7.20 (t, J = 8.2 Hz, H-16), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, H-9 e H-11), 7.01 (d, J = 2.4 Hz,
H-18 e H-19), 6.60 (d, J = 7.7 Hz, H-3), 5.14 (dt, J = 7.7 Hz, H-2), 3.74 (s, H-21), 3.46 (dd,
J = 2.6 Hz H-4). RMN de 3C (75 MHz, CDClIs) dc 172.50 (C-1), 166.02 (C-6), 136.25 (C-
10), 129.65 (C-14), 129.53 (C-7), 127.79 (C-8 e C12), 122.93 (C-13), 122.49 (C-16),
119.91 (C-19), 118.74 (C-18), 115.85 (C-17), 115.56 (C-9 e C11), 111.48 (C-20), 110.10
(C-5), 53.69 (C-2), 52.64 (C-21), 27.71 (C-4). M/z 341,12 [M+H] * (Apéndice E).

13c. Solido branco, rendimento de 85,30%. RMN de 'H (600 MHz, Cloroférmio
deuterado) &n 8.21 (s, H-15), 7.68 (dd, J = 5.2 Hz, C-8 e C12), 7.53 (d, J = 8.0 Hz, H-17),
7.36 (dt, J = 8.2 Hz, H-20), 7.19 (t, J = 8.2 Hz, H-16), 7.06 (d, J = 7.5 Hz, H-9 e H-11),
7.00 (d, J = 2.4 Hz, H-18 e H-19), 6.62 (d, J = 7.7 Hz, H-3), 5.13 (dt, J = 7.7 Hz, H-2), 3.73
(s, H-21), 3.45 (dd, J = 5.5 Hz, H-4). RMN de '3C (151 MHz, cloroférmio deuterado) dc
172.51 (C-1), 166.03 (C-6), 136.28 (C-10), 129.64 (C-14), 129.58 (C-7), 127.83 (C-8 e
C12),122.93 (C-13), 122.52 (C-16), 119.93 (C-19), 118.77 (C-18), 115.79 (C-17), 115.65
(C-9 e C11), 111.49 (C-20), 110.16 (C-5), 53.71 (C-2), 52.63 (C-21), 27.74 (C-4). M/z
341,16 [M+H]* (Apéndice F).

14a. Solido rosa claro, rendimento de 80,25%. RMN de 'H (600 MHz,
Dimetilsulfoxido deuterado) &+ 10.84 (s, H-21), 8.73 (d, J = 7.9 Hz, H-15), 7.93 (m, J=7.9
Hz, H-8 e H-12), 7.63 (d, J = 7.8 Hz, H-17), 7.36 (d, J = 8.1 Hz, H-20), 7.32 (m, J = 8.7
Hz, H-9 e H-11), 7.24 (d, J = 2.4 Hz, H-16), 7.10 (t, J = 8.1 Hz, H-19), 7.02 (t, J = 8.0 Hz,
H-18), 4.69 (m, J = 10.1 Hz, H-2), 3.35 (dd, J = 14.5 Hz, H-4), 3.24 (dd, J = 14.7 Hz, H-
4). RMN de 13C (151 MHz, Dimetilsulféxido deuterado) &¢c 174.49 (C-1), 166.29 (C-6),
137.07 (C-10), 131.04 (C-14), 130.98 (C-7), 128.08 (C-8 e C12), 124.50 (C-13), 121.92
(C-16), 119.36 (C-19), 119.08 (C-18), 116.21 (C-17), 116.06 (C-9 e C11), 112.40 (C-20),
111.37 (C-5), 54.71 (C-2), 27.61 (C-4). M/z 327,08 [M+H] * (Apéndice G).
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14b. Solido rosa claro, rendimento de 83,33%. RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) dH
10.82 (d, J = 2.5 Hz, H-21), 8.71 (d, J = 7.9 Hz, H-15), 7.91 (m, J = 5.8 Hz C-8 e C12),
7.60 (d, J =7.9 Hz, H-17), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, H-20), 7.29 (m, J = 8.7 Hz, H-9 e H-11),
7.21 (d, J =2.4 Hz, H-16), 7.07 (t, J = 8.1 Hz, H-19), 6.99 (m, J = 7.5 Hz, H-18), 4.66 (m,
J =10.1 Hz, H-2), 3.32 (dd, J = 14.7 Hz, H-4), 3.21 (dd, 10.2 Hz, H-4). RMN de 3C (151
MHz, DMSO-d6) &¢c 174.54 (C-1), 166.31 (C-6), 164.11 (C-10), 137.09 (C-14), 131.38 (C-
7), 131.07 C-8, 131.07 C-12, 128.10, (C-13), 124.54 (C-16), 121.95 (C-20), 119.39 (C-
19), 119.10 (C-18), 116.24 (C-9), 116.09 (C11), 112.43 (C-7), 111.40 (C-5), 54.74 (C-2),
27.63 (C-4). M/z 327,09 [M+H] * (Apéndice H).

14c. Solido rosa claro, rendimento de 85,30%. RMN de *H (600 MHz, DMSO-d6) dH
10.84 (s, J = 2.5 Hz, H-21), 8.73 (d, J = 7.9 Hz, H-15), 7.93 (m, J = 5.5 Hz, C-8 e C12),
7.63(d, J = 7.9 Hz, H-17), 7.36 (d, J = 8.0 Hz, H-20), 7.32 (t, J = 8.8 Hz, H-9 e H-11), 7.23
(d, J = 2.3 Hz, H-16), 7.09 (t, J = 7.5 Hz, H-19), 7.02 (t, J = 7.4 Hz, H-18), 5.79 (s, H-3),
4.68 (m, J =10.0 Hz, H-2), 3.34 (dd, J = 10.1 Hz, H-4), 3.23 (dd, J = 10.1, H-4). RMN de
13C (151 MHz, DMSO-d6) dc 174.49 (C-1), 166.26 (C-6), 164.07 (C-10), 137.05 (C-14),
131.34 (C-7), 131.03 C-8, 130.97 C-12, 128.50, (C-13), 124.50 (C-16), 121.91 (C-20),
119.35 C-19, 119.07 (C-18), 116.20 (C-9), 116.06 (C11), 112.43 (C-7), 112.39 (C-5),
54.70 (C-2), 27.59 (C-4). 327,06 [M+H]* (Apéndice I).

3.2.2. Sintese do intermediario 18.

O processo sintético para obtencdo do intermediario 18 ocorreu em duas etapas
(Esquema 3): 1) reacao de Schotten-Baumann entre 5-metilisoxazol-3-amina e 2-cloro-2-
oxoetil acetato para obter a correspondente amida 17 (LOW et al., 1992; MAGOSSO;
VAN DEN BERG; VAN DER SCHAAF, 2021). Posteriormente, 18 foi obtido com
rendimento de 99% através de uma hidrolise basica (ii) do grupo acetato do intermediario
17
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NH,
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Esquema 3. Esquema geral para a sintese do intermediario 18. (i) TEA, DCM, 1 h, t.a; (ii) NaOH
50% (w/w), THF, 2 h, t.a. Fonte: autor

Procedimento experimental para sintese do intermediéario 18.

O material de partida 15, 5-metilisoxazol-3-amina (1,0 g, 10,2 mmol, 1,0 eq,) foi
adicionado ao reagente 16, 2-cloro-2-oxoetil acetato (1204 pL, 11,20 mmol, 1,1 eg.) com
EtsN (1560 pL, 11,20 mmol) em DCM por 1h a temperatura ambiente, para obtencéo de
16 com rendimentos de 89,61%. Em seguida, foi realizada, foi realizada a hidrolise em
meio basico de 17 (765,20 mg, 3,86 mmol) com NaOH (965,20 mg, 24,13 mmol) EM THF
por 2h a temperatura ambiente, levando a obteng&o de 17 com rendimento de 98,96%.
17. Solido amarelo, rendimento de 90%. RMN de *H (600 MHz, CDClIz) 61 8.98 (s, H-5),
6.73 (s, H-2), 4.72 (s, H-7), 2.41 (s, H-4), 2.21 (s, H-9). RMN de 3C (151 MHz, CDCIls) &c
170.55 (C-8), 169.46 (C-3), 165.36 (C-6), 157.29 (C-1), 96.59 (C-2), 63.00 (C-7), 20.78
(C-9), 12.80 (C-4). IV (Vmax; cm-1; pastilha de KBr), 3190-3485 (N-H amida), 2950-2992
(C-H alifatico), 1715 (C=0 amida), 1573 (C-NH), 1755 (C=0 éster). 199,05 [M+H]*
(Apéndice J). 18. Sélido branco, rendimento de 99%. RMN de 'H (300 MHz, D20) &H
6.43 (s, H-2), 4.24 (s, H-7), 2.38 (s, H-4). RMN de 3C (75 MHz, CDCI3) &¢ 173.34 (C-3),
171.61 (C-6), 157.28 (C-1), 96.20 (C-2), 61.09 (C-7), 11.62 (C-4). IV (Vmax; cm; pastilha
de KBr), 3300 (O-H alcool), 3261 (N-H amida), 2922 (C-H alifatico), 1673 (C=0 amida),
1496-1530 (N-H amida), 1353 (C-N aromatico), 1218 (C-N alifatico), 1082 (C-O alcool).
157,05 [M+H]* (Apéndice K).

3.2.3. Sintese do composto final 19a.
O composto final 19a foi sintetizado através da Reacdo de Mitsunobu, levando a

formacado de uma ligacéo éster a partir do alcool primario 18 e o acido 14a, catalisada por
DIAD e PPhs (Esquema 4) (SATPATHI et al., 2020).
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Esquema 4. Esquema geral para a sintese dos intermediario 19a-b-c. (V1) PPhs, THF, DIAD, 24
h, t.a. Fonte: autor

Procedimento experimental para sintese do intermediério final 19a.

A reacdo de Mitsunobu entre 14a (50,20 mg, 0,154 mmol) e 18 (19,98 mg, 0,128 mmol)
com DIAD (45,0 uL, 0,23 mmol), PPhs (60,43 mg, 0,23 mmol, 1,8 eq.) e THF a
temperatura ambiente por 12h, forneceu o composto 19a com 17% de rendimento como
um 6leo amarelo. RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) d+ 11.16 (s, 1H, H-18), 10.88 (d, J =
2.4 Hz, H-7),8.97 (d, J = 7.7 Hz, H-12), 7.94 (m, J = 5.8 Hz, 22 e H-26), 7.62 (d,J=7.9
Hz, H-4), 7.37 (d, J = 8.1, 0.9 Hz, H-1), 7.33 (m, J = 8.8 Hz, H-23 e H-25), 7.28 (d, J = 2.4
Hz, H-8), 7.06 (m, J = 7.3 Hz, H-5 e H-6), 6.67 (s, H-20), 5,76 (s, H-16), 4.84 (m, J = 7.8
Hz, H-14), 4.81 (s, J = 6.2 Hz, H-27), 3.33 (dd, J = 10.0 Hz, H-10), 2.42 (d, H-27). RMN
de 13C (151 MHz, DMSO-d6) &¢ 172.62 (C-13), 170.80(C-21), 166.51 (C-17), 164.18 (C-
14), 158.52 (C-10), 157.14 (C-19), 137.08 (C-2), 131.13 (C-22), 131.06 (C-23), 127.96
(C-25), 124.70 (C-8), 121.98 (C-6), 119.43 (C-5), 118.92 (C-4), 116.28 (22), 116.14 (C-
26), 112.47 (C-1), 110.95 (C-9), 97.22 (C-20), 63.55 (C-16), 54.61 (C-11), 27.45 (C-10),
22.89 (C-27). 465,133 [M+H]* (Apéndice L).

3.2.4. Ensaio bioquimico para inibicdo da enzima cruzaina



32

A atividade catalitica da cruzaina foi medida pelo monitoramento da clivagem do
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC como descrito anteriormente (DE OLIVEIRA et
al., 2021). Os ensaios foram realizados em acetato de sodio 0,1 M, DTT 5 mM e Triton
X-100 0,01%, pH 5,5. A concentracdo de cruzaina foi de 0,5 uM e a concentracdo de
substrato foi de 5,0 uM (Km = 1,6 uM). Os ensaios foram acompanhados por 300s a 29°C
em placas pretas de fundo plano de 96 pocos e a atividade foi calculada com base nas
taxas iniciais de atividade da enzima, em comparagcdo com um controle de DMSO. Um
inibidor reversivel e competitivo conhecido da cruzaina, composto 31, ICso = 0,36 uM (DE
SOUZA et al., 2020), foi usada como controle positivo em todos 0s ensaios enzimaticos.
Comprimentos de onda de 355 e 460 nm foram usados para excitacdo e emissao,
respetivamente. Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA) foi usado para
determinar os valores de ICso. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.

3.3. Docking molecular

A estrutura (arquivos Mol2) dos compostos foi gerada usando o software de
modelagem molecular Svhyl-X 2.1.1 (Certara, St. Louis, MO, EUA) rodando em CentOS
Linux. A energia conformacional 3D foi minimizada usando o campo de forca Tripos e 0
método de powell (SANTOS et al., 2014). Cargas parciais atbmicas foram calculadas
usando o método Gasteiger-Hickel em um ambiente aquoso implicito (constante
dielétrica de 80,0). As moléculas foram docadas com o programa GOLD 5.3 (Cambridge
Crystallographic Data Centre, UK) no sitio de ligagéo da cruzaina (PDB 3KKU, 1,28 A)
(FERREIRA et al., 2014). A preparagdo da cruzaina consistiu ha remoc¢ao de todas as
aguas cristalogréaficas e do ligante cristalografico e adicdo de hidrogénios. O sitio de
ligac&o foi definido como uma esfera com radio de 10 A centrado no ligante cristalogréafico
(B95). Os compostos foram docados aplicando os parédmetros default do GOLD e
GoldScore. A verificacdo das conformacdes foi realizada com Pymol 1.7.x (Schrédinger.
Nova York.NY).

3.4. Construcdo da biblioteca virtual por quimica combinatéria e docagem

molecular
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Para a construcdo da biblioteca de compostos analogos ao hit 10, foi utilizado o
modulo CombiGlide da plataforma Schroédinger. Os analogos tiveram a combinacéo de 2
grupos de reagentes na estrutura. Os reagentes necessarios para gerar a biblioteca de
compostos virtual, foram obtidos no catélogo da Sigma Aldrich, no site zincl5.com, um
total de 84.807 reagentes. Em seguida, o programa MAESTRO (Schrodinger, Nova York,
NY) foi usado para realizar a quimica combinatodria, e um filtro foi realizado para os
reagentes: massa molar menor que 300, numero de arométicos igual a 1, este
procedimento levou a obtenc¢&o de 16.360 reagentes aos quais a energia foi minimizada
utilizando o campo OPLS3, retendo a quiralidade e sem ioniza-los obtendo suas
estruturas 3D. Os reagentes obtidos foram utilizados para substituir as por¢des (A) oxazol
e (C) fenil, mantendo as por¢des estruturais (B) Indol e (D) linker fixas. Para a porgéo A,
1.864 reagentes ajustaram-se no perfil de (Amine-primary-aryl), e para a porgéo B, 2.420
reagentes no perfil de (Carboxylic-acid-C-O). O local de ligacao exato foi especificado no
esqueleto da molécula e nos grupos funcionais livres dos reagentes (OH) e (NH2) de fenil
e oxazole respectivamente. A quimica combinatoria foi realizada, finalmente obtendo-se
uma biblioteca de compostos de 4.559.280 que foi utilizada em seguida para a realizacao

de um docking molecular.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese do composto hit e confirmacdo da atividade de inibi¢cdo da cruzaina

Tendo como modelo a estrutura quimica do hit, foi realizado o planejamento da rota
sintética para este composto (Esquema 5). A rota sintética foi planejada e fragmentada
em reagentes comerciais (Figura 6), que a partir de condi¢des reacionais encontradas
na literatura envolvendo essencialmente reagdes de esterificacdo e acilagdo de aminas
para formacao de amidas, foi sintetizado seguindo o Esquema 5.

Para a rota sintética, foram utilizados o material de partida 10 (triptofano), que
possui um centro estereogénico, que foi mantido até a obtencéo do produto final da rota
sintética, (a) em mistura racémica, (b) L-triptofano e (c) D-triptofano, fornecendo os
intermediarios identificados com sufixo —a (mistura racémica), -b (S) e —c (R). A avaliacdo
da estereoquimica que fornece maior poténcia de inibicdo da enzima € um dos objetivos

do presente estudo, que foi realizada in silico.
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Esquema 5. Rota sintética utilizada para obtencao do hit 19. (i) Esterificacédo de triptofano (10,
comercial) com MetOH, e SOCI, produzindo o éster metilico 11 (LIU et al., 2015), para a prote¢éo
da funcédo acido, deixando livre a fungdo amina para a préxima reacao; (ii) 11 reage com o cloreto
de acido 12 em presenca de TEA e DCM como solvente a temperatura ambiente por 1h (reacdo
de Schotten Baumann) (LOW et al., 1992; MAGOSSO; VAN DEN BERG; VAN DER SCHAAF,
2021),para produzir 13, (iii) o qual mediante hidrélise bésica (NaOH 50%) proporciona o
intermediario 14. (iv) A obtencéo de 18 se da pela reacdo entre 15 e 16 (comerciais), DCM como
solvente, e TEA como catalizador a temperatura ambiente durante 1h (reacdo de Schotten
Baumann); (v) em seguida, por meio da hidrolise basica (NaOH 50%) de 17 o composto 18 é
obtido. (vi) Finalmente, a reagdo de Mitsunobu entre 14 e 18 com DEAD, PPhs, THF como

solvente a temperatura ambiente por 12h (SATPATHI et al., 2020), fornece o composto 19a.

Na primeira etapa reacional, os reagentes DL (10a), L (10b) e D triptofano (10c)
foram clorados utilizando cloreto de tionila para formacéo dos cloretos de acila 11a-b-c
com rendimentos de 94, 97 e 91% respectivamente. O mecanismo comeca com a
substituicdo do —OH do acido por um bom grupo de saida, o clorosulfito (c, Esquema 6).
Em seguida, o cloro nucleofilico formado ataca a carboxila substituindo o clorosulfito, que

deixa a estrutura levando o par de elétrons da ligagéo C-O (f, Esquema 6) (WADE, 2011).
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Na segunda etapa, para a conversao dos cloretos de acila em os ésteres 11a-b-c, segue
um mecanismo de adicdo-eliminacéo, iniciando com adicdo do nucledfilo no grupo
carboxila do derivado de acido deslocando o par de elétrons para o oxigénio (h, Esquema
6). Posteriormente, segue a eliminagcédo do grupo de saida (cloro) e formacao da dupla
ligacdo (i, Esquema 6). Por ultimo, o cloreto basico desprotona o intermediario (j,

Esquema 6) para formar os intermediario 11a-b-c (WADE, 2011) (Esquema 6).

Devido a semelhanga espectral entre os intermediarios 1la-b-c apenas uma
estrutura quimica teve a discusséo detalhada sobre a identificacdo estrutural (Figura 7).
Para os outros intermediarios, os dados foram citados e mais detalhe podem ser

observados na secéo apéndice para cada estrutura quimica.

Figura 7. Principais correla¢cdes no mapa de contorno de HMBC para o intermediario 10a

O espectro de absorcdo do infravermelho do intermediario 10a mostrou trés
estiramentos um em 1734 cm™ e dois em 1000 e 1340 cm, as quais puderam ser
identificadas como pertencente a ligagdo R-COO-R do éster. Esse dado foi confirmado
devido a presenca de um simpleto no espectro de RMN *H com &+ 3.80 ppm e o sinal no
espectro de RMN de 13C em 3¢ 118.34 ppm referente a presenca da metila. Além disso,
no espectro de HMBC pode-se observar uma correlagéo entre o hidrogénio (H-14) em

3,80 ppm e o carbono (C-13) em 173,73 ppm da carboxila, estas correlagdes a longa
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distancia pode-se detectar uma vez que € uma tecnica permite o acoplamento a duas ou

trés ligacdes de distancias (Apéndice A).

NH,

- . - . 11a-b-c

Esquema 6. Mecanismo de reag&o do cloreto de acila, na obtencdo dos metil-triptofano 11a-b-c.
(c) substituicdo do —OH do &cido pelo clorosulfito, (f) ataque do cloro nucleofilico a carboxila
substituindo o clorosulfito, (h) adicdo do metanol nucleofilico no grupo carboxila do cloreto de
acido, (i) eliminacdo do grupo de saida (cloro) para formacé&o da dupla ligagéo e (i) desprotonagéo
pelo cloreto basico para formagéo de 10a-b-c. Fonte: autor.

A obtencao de 13a-b-c ocorreu através da Reacao de Substituicdo nucleofilica no
grupo acila com rendimentos de 88, 83 e 86%. O mecanismo de reacdo comega com O
ataque nucleofilico das aminas primarias 11a-b-c na carboxila do cloreto de acido (k,
Esquema 7). O cloreto de &cido € mais reativo que uma cetona ou aldeido porque o

atomo eletronegativo cloro atrai a densidade eletrénica do carbono do grupo carboxila
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tornando-o mais eletrofilico. O atomo de cloro no intermediario tetraédrico € um bom
grupo de saida. O intermediério tetraédrico formado remove o cloro (I, Esquema 7). Por
fim, a trietilamina utilizada neutraliza o HCI formado, permitindo que a reacdo ocorra
obtendo a amida desejada 12a-b-c (WADE, 2011) (m, Esquema 7).

Da mesma forma como foi descrito na identificacédo estrutural de 11a-b-c, entre os
intermediarios 13a-b-c apenas uma estrutura quimica recebeu discussdo em detalhe
sobre a identificacdo estrutural. Para os outros intermediarios, os dados foram citados e
mais detalhes podem ser observados na secdo apéndice para cada estrutura quimica. O
espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da molécula 13a mostrou a
presenca de um dobleto em &H 6,61 ppm, o qual é referente a presenca da formagao da
amida. Esse dado pode ser confirmado com o espectro de massas que apresentou o0 pico
do ion molecular +1 de 341,12 [M+H] + (Apéndice D).

O
0 - oM %
HyC” ; G
0] O H

k I

Esquema 7. Mecanismo de acilacdo do éster triptofano por cloreto de 4-flurbenzil; (k) ataque
nucleofilico das aminas primarias na carboxila do cloreto de acido, (I) remocdo de cloro do
intermediario tetraédrico e (m) neutralizacdo do HCI formado. Fonte: autor

A hidrélise em meio béasico do grupo éster de 13a-b-c, resultou na formacédo do
grupo acido presente nos intermediarios 14a-b-c, com rendimentos de 80, 83 e 91%
respectivamente, O mecanismo é uma reacao de substituicdo nucleofilica a carboxila alfa
ao anel indol, onde a hidroxila (OH) ataca a carboxila do grupo éster levando a
delocalizacdo dos elétrons para o oxigénio. Nessa etapa, um estado de transicdo é
formado no qual uma estrutura tetraédrica (n, Esquema 8) é formada, para
posteriormente, reestabelecer a ligacdo C=0 fazendo com que o grupo OCHs seja
eliminado carregando o par de elétrons formando o grupo acido desejado (WADE, 2011)

(Esquema 8).
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Da mesma forma que nas secOes anteriores devido a sua semelhanca espectral,
apenas o intermediario 14a recebeu discussédo detalhada da identificacdo estrutural, o
gual mostra os principais sinais que confirmam sua obtencdo. O espectro de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio da molécula 14a mostrou a presenca de um simpleto
em 6H 10.84 ppm, o indica a evidéncia do hidrogénio da hidroxila do acido carboxilico.
Esse dado pode ser confirmado com o espectro de massas que apresentou o pico do ion
molecular +1 de 327,08 [M+H] +, o que indica a perda em massa da metila do éster
corroborando assim a etapa sintética da hidrolise (Apéndice G).

 NH NH

N . ..
. e T _ . . X
9 /H/Na—;' ? de: J OH -
Crwgghes T DT T g e
H (: :
F ‘0 F Q= F o
13a-b-c n 14a-b-c

N
Esquema 8. Mecanismo de hidrolise de éster para formagcdo dos intermediarios 14a-b-c.
substituicdo nucleofilica a carboxila alfa ao anel indol, (n) restauracdo a ligacdo C=0 do
carbdxilo do anel indol. Fonte: autor.

Os intermediarios 17 e 18 (Esquemas 9 e 10) foram obtidos com rendimentos de
90 e 98% respectivamente, utilizando metodologia similar a utilizada para os

intermediéarios 13a-b-c e 14a-b-c (Esquema 9 €10).
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Esquema 9. Mecanismo de acilagéo do 3- Amino- 5- metillisoxazol por cloreto de acetoxiacetila.
Fonte: autor.
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A banda larga de absorc¢éo na regido do IV na faixa de 2950-2992 cm™! (estiramento
N-H) juntamente com o simpleto em &H 8.98 ppm, faz referenciar a presenca do grupo
amida na estrutura quimica do intermediario 17. A estrutura quimica ainda pode ser

confirmada devido ao valor do ion molecular em 199,05 [M+H] + (Apéndice J).

>1)Jvo Na* ¢ OH oﬁ )@c‘)\p HL@H +O_g(

17 18
Esquema 10. Mecanismo de hidrolise do acetato para formacgédo do intermediario 18.

O espectro de absorcédo na regido do infravermelho do intermediario 18 mostrou um
estiramento em 3300 cm! carateristico de alcoois O-H e um estiramento em 1082 cm?
identificada como pertencente a ligacdo C-O do alcool. Essa etapa sintética de hidrolise
do acetato pode ser confirmado com o espectro de massas que apresentou o pico do ion
molecular +1 de 157,05 [M+H]+ (Apéndice K).

O composto final 19a foi sintetizado empregando a reagdo de Mitsunobu, que
envolve a reacdo de um alcool com um acido carboxilico catalisado por DEAD (LUTJEN
et al., 2018) e PPhs. A reacdo de Mitsunobu fornece estereoespecificidade, uma vez que
mantém a estereoquimica inicial do reagente (SATPATHI et al., 2020).

Nesta reacdo, a PPhs realiza um ataque nucleofilico se adicionando em uns dos
nitrogénios do DEAD (o, Esquema 11), para fornecer o anion estabilizado por um dos
grupos éster formando a bateina. Esse anion, é suficientemente basico para desprotonar
0 &cido 14a (p, Esquema 11) obtendo um par iénico. O ion derivado do acido ataca o
atomo de fésforo (g, Esquema 11) formando um anion nitrogenado e estabilizando-se
com o grupo éster. Em seguida, o anion basico desprotona o alcool (r, Esquema 11)
obtendo-se os subprodutos (s, Esquema 11) (CAMP; JENKINS, 1989). Finalmente, o
anion eletrofilico formado ataca o derivado de fosforo do acido em uma reacédo SN2 onde
0 grupo de saida oxido de fosforo é deslocado (t, Esquema 11) obtendo o composto final
19a (WADE, 2011). Por fim, composto 19a teve sua estrutura confirmada através do

espectro de massa que apresentou o pico do ion molecular +1 de 465,133 [M+H]+ , uma
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vez que os sinais de hidrogénio e carbono ndo podem ser evidenciadas para este

composto nos espectros obtidos (Apéndice L).
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Esquema 11. Mecanismo de reacdo de Mitsunobu na obtencdo de composto 18a. (u); ataque
nucleofilico da PPhs no nitrogénio do DEAD, (v); desprotonacao del -acido pela bateina, (w). par
ibnico obtido, (x); desprotonacao do alcool por parte do anion basico, (z); reacdo SN2 entre o
anion eletrofilico e o derivado de fosforo de &cido. Fonte: autor.

A avaliacao bioquimica com a enzima cruzaina foi realizada com os intermediarios
(13a-b-c, 14a-b-c) e o composto final 19a (Tabela 1). A sintese realizada permitiu
explorar as interacdes com o anel oxazol e a importancia da estereoquimica no anel indol
do triptofano (Figura 6).

Modificagdes foram toleradas no oxigénio alfa da carbonila do triptofano, que se
esperava ocupara o subsitio S3 da enzima cruzaina. A substituicdo do atomo de
hidrogénio pelo grupo metil e pelo oxazol resultou em um aumento na poténcia de inibigao

da enzima em relacdo aos intermediarios 13a, b e ¢, sugerindo que o anel oxazol, devido
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seu maior tamanho molecular, que ocupa o subsitio S3, aumentando a probabilidade de
gerar uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio presente na estrutura quimica do anel
oxazol e os residuos vizinhos. Ao mesmo tempo, é provavel que o metil do oxazol interaja
hidrofobicamente no subsitio S3, pois este € um subsitio com caracteristicas hidrofébicas.
Adicionalmente, temos a intencdo de avaliar a estereoquimica na por¢éo (B) do composto
hit (Figura 6). Embora néo tenha sido realizado o ensaio bioquimico do composto 19b e
19c com a cruzaina, pode-se observar nos resultados de ensaio biolégicos (Tabela 1)
que os intermediarios 13c e 14c apresentam uma poténcia consideravel devido a
estereoquimica (R) que eles apresentam. O estudo de modelagem molecular realizado
apresentado na proxima secdo traz também indicacbes sobre a contribuicdo da

estereoquimica para a atividade.

Tabela 1. Resultado de atividade biolégica de inibigdo da cruzaina e rendimento obtidos na
sintese dos intermediarios 13a-b-c, 14a-b-c e produto final 19a.

Inibicdo cruzaina

Identificacéo % Inibicéo Estrutura Rendimento
(100 pMm) sintético

~ NH
13a 16,6% i o 88%
~N
vy
F

Configuracdo RS

~ NH
14a 13,0% i on 80%
F

Configuracdo RS



19a

13b

14b

13c

1l4c

Controle
positivo [8r,
Ferreira et

al. 2014]

71,4%

12,6%

7,6%

17,9%

31,7%

63%

Configuracdo RS

~ NH
o
H
i o

Configuracdo S

NH
o0

‘. _OH
Y
. 0

Configuracdo S

Configuracédo R

Br

Y
SRS

18%

83%

83%

85%

91%
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4.2. Estudos computacionais para avaliacdo in silico da contribuicdo da

estereoquimica para a interacdo do hit e enzima.

Uma das investigacgdes iniciais sobre a atividade bioldgica do hit foi com relacéo a
sua estereoquimica, ja que no artigo original ela ndo € explorada. Paralelamente a sintese
e avaliagcdo bioldgica dos enantidmeros, foi realizada uma avaliagéo in silico por meio de
docking molecular, que consistiu em evidenciar qual estereoquimica do composto (R ou
S), poderia fornecer a melhor interacdo no sitio ativo, e possivelmente maior poténcia na
atividade bioldgica. O docking foi realizado com as estereoquimicas R e S de cada um
dos intermediarios sintetizados (13b-c e 14b-c) e compostos finais (19b-c) (ndo
sintetizados). Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado do docking realizado com os compostos 13b-c, 14b-c e 19b-c
Identificacao Pontuacéo AG
19b 24.00 -28.35
Configuracéo S

13b 23.32 -24.30
Configuracéo S

14b 22.60 -23.47
Configuracdo S

19c 27.11 -30.37
Configuracdo R

13c 25.76 -31.53
Configuracdo R

14 24.85 -30.03
Configuracdo R

Os resultados obtidos nos mostram uma maior afinidade dos compostos com
estereoquimica R pelo sitio da cruzaina, evidenciando que esta seja a estereoquimica
que proporcione maior poténcia para a inibicdo da enzima. Os intermediarios 13c e 14c

(a e b, Figura 8) apresentaram interagbes em comum, 1) uma ligacao de hidrogénio entre
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a carbonila de Asp161 e o N-H da amida na posicao beta ao anel fenilico; 2) ligacao de
hidrogénio entre anel indol e a carbonila da cadeia lateral da GIn19; 3) ligacdo de
hidrogénio entre o N-H da Gly66 e a carbonila na posicdo alfa ao anel aromatico.

A estrutura com maior pontuacéo e baixo AG é a substancia 19c que apresentou
quatro ligacdes de hidrogénio, ilustradas em (c, Figura 8). No subsitio S3, observamos
uma ligacéo de hidrogénio entre o oxigénio do anel oxazol com o hidrogénio da hidroxila
da cadeia lateral da Ser61 e uma ligacéo de hidrogénio entre a carbonila de Ser64 com
o hidrogénio da amida alfa ao anel oxazélico (c, Figura 8). Além disso, observamos uma
ligacdo de hidrogénio entre a carbonila da Asp161 e o N-H da posicéo beta ao anel fenil,
e uma quarta ligacao de hidrogénio do N-H do anel indol com a carbonila da cadeia lateral
da GIn19, nos subsitios S1 e S2 respectivamente. Podemos observar também que o anel
indol do compostos 13c, 14c e 18c com estereoquimica R realizam uma interacéo - T,
com o anel aromético da His162, contribuindo para menor energia de ligacdo (d, Figura
8). O baixo valor de pontuacéo e alto AG em 19b, deve-se ao fato deste composto possuir
uma estereoquimica S que induz os grupos fenil inverteram suas posi¢des nos subsitios
de cruzaina, e as intera¢des sao modificadas. Por outro lado, esta configuracdo faz que

a cadeia lateral do oxazol fique localizada fora do subsitio S3 (e, Figura 8).
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e

Figura 8. Conformacgdes e interagBes intermoleculares para os intermediarios e produto final
planejado no sitio da enzima cruzaina (superficie representada em cinza, PDB ID: 3KKU). As
linhas tracejadas representam ligacdes de hidrogénio, a e b) estrutura dos intermediarios 13c e
14c (ciano) e destaque para as interacdes entre a carbonila de Aspl61l e o N-H da amida na
posi¢cdo beta ao anel fenilico, do N-H do anel inddlico e a carbonila da cadeia lateral da GIn19, e
entre o N-H da Gly66 e a carbonila na posi¢ao alfa ao anel fenilico. ¢) estrutura do composto 18c
(ciano) e interacdes entre o oxigénio do anel oxazol com o hidrogénio da hidroxila da cadeia
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lateral da Ser61, entre a carbonila da Ser64 com o hidrogénio da amida alfa ao anel oxazdlico,
entre a carbonila de Asp161 e o N-H da amida na posicdo beta ao anel fenil, e uma quarta ligacdo
de hidrogénio do N-H do anel inddlico com a carbonila da cadeia lateral da GInn19, d)
representacao da interacao - 1 do anel indol do composto 19¢, com o0 anel aroméatico da His162,
e) Estrutura do composto 19b e representacdo de interacdo enzima-substrato com a
estereoquimica S.

Com esses resultados, foi verificado que tanto o ensaio bioldgico quanto o estudo
de docking molecular tiveram ponto de convergéncia uma vez que a estereoquimica R

foi a mais adequada para o tipo de compostos testado, devido aos valores de AG obtidos.

4.3. Quimica Combinatoria Computacional para o planejamento de analogos.

Além da sintese do hit inicial foi realizado o planejamento de analogos por uma
avaliacdo sistematica e robusta, por meio de quimica combinatéria computacional. O
estudo gerou uma série de analogos com reagentes quimicos disponiveis
comercialmente, onde no caso usamos o catalogo de reagentes da Sigma Aldrich. Foi
realizada uma busca por materiais de partida similares aos utilizados para a sintese do
hit original, mas com diferentes substituintes (Figura 9), e com 0s requisitos quimicos
para que pudessem ser utilizados na rota sintética planejada. Essa busca resultou em
milhares de reagentes comerciais que foram combinados para resultar em mais de 4
milhdes de compostos planejados. As porcdes estruturais B e D da Figura 9 foram
fixadas e a combinacédo de 1.864 reagentes da por¢ao oxazol (c), e 2.420 da porcao fenil
(a) resultaram em 4.559.260 de compostos planejados computacionalmente, que foram
avaliados por docagem molecular com a enzima cruzaina.

Levando em considerag&o os resultados para os compostos mais bem pontuados
no docking molecular e a viabilidade sintética dos compostos planejados
computacionalmente, foram selecionados os compostos 20 e 21, apresentados na
Tabela 3 como 0s mais promissores para realizar a sintese e avalicdo biologica. Estes
compostos serdo sintetizados posteriormente utilizando rota similar a utilizada para a
sintese do composto 19c, visando obtencdo de compostos com maior poténcia de

inibicdo da enzima cruzaina.
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Irz
Iz

D © -

Figura 9. Estrutura quimica do composto 9 inibidor irreversivel de cruzaina usado como modelo
para estudo de quimica combinatéria.

Tabela 3. Estrutura dos compostos planejados considerando a viabilidade sintética e o docking
realizado com os compostos da quimica combinatéria computacional.

Identificacdo Estrutura Pontuacdo AG

=~ N~H
20 O z 9]
Configuragéo H\H\N/ﬁ(o\)kN N 33.59 -38.57
| |
H O H

R ;
@/NH

21
Configuracéo
R

31.77 -37.38
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel realizar um planejamento sintético para obtencéo do hit
9, um inibidor irreversivel de cruzaina descrito na literatura, bem como sua avaliagdo de
inibitéria enzimatica. Os métodos de purificacdo e caracterizacao estrutural por RMN de
H, 13C, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho e espectrometria de
massas forneceram dados que permitiram confirmar as estruturas dos intermediarios
13a-b-c, 14a-b-c e composto final 19a (hit 9) com rendimentos sintéticos satisfatorios

O estudo de docking molecular foi uma estratégia eficiente para avaliar a interacéo
dos compostos ativos e a estrutura de cruzaina, sugerir a estereoquimica mais adequada
(estereoquimica R) do hit 9 para inibicdo de cruzaina e identificar compostos mais
promissores por quimica combinatéria a partir de uma biblioteca de 4 milhfes de
compostos. Os resultados de sintese, estudo computacional e atividade bioldgica
descritos nesse trabalho abrem caminhos para a descoberta de novos compostos hits

inibidores de cruzaina para ao tratamento da doenca de chagas.
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Apéndice A — Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediéario 11la

Figura A1l. RMN 'H (300 MHz, metanol deuterado) do intermediario 11a

Figura A2. Ampliacdo das correlagbes no mapa de contorno de HMBC do composto 11a
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Figura A3. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do intermediario 11a
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Apéndice B - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 11b
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Apéndice C - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 11c
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Apéndice D - Espectros para caracterizacdo estrutural do Intermediério 13a
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Apéndice E - Espectros para caracterizacdo estrutural do Intermediario 13b
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Apéndice F - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 13c
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Apéndice G - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 14a
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Apéndice H - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 14b
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Apéndice | - Espectros para caracterizagcdo estrutural do Intermediario 14c
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Apéndice J - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 17
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Figura J1. RMN H (600 MHz, cloroférmio deuterado) do intermediario 17
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Apéndice K - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 18

@]
o
[a)
¢ R X S
: : 3 :
|
4
P2 o
O _l1
N N/g\/o'-'s
H O 7
5 I I
‘ 1 |
4 P 1
T & S
o i —
10.0 9.0 8.0 70 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
f1 (ppm)
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Apéndice L - Espectros para caracterizacao estrutural do Intermediario 19a
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Figura L1. RMN *H (600 MHz, Dimetilsulféxido deuterado) do intermediario 19a
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Figura L2. RMN H (151 MHz, Dimetilsulféxido deuterado) do intermediario 19a.
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Figura L3. Espectro de massas de intermediario 19a.
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Espectro de UV de intermediario 19a.



