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RESUMO

A Leishmaniose consiste em uma patologia negligenciada com elevada
incidéncia mundial, constituindo um problema de saude publica em Minas
Gerais e em todo Brasil por apresentar um alto grau de morbidade e
mortalidade e um escasso arsenal terapéutico. Os parasitos da espécie
Leishmania possuem enzimas essenciais ao crescimento e a viabilidade celular
que podem ser investigadas como alvo de novos farmacos. Esta dissertacéo
buscou identificar moléculas bioativas que apresentem um perfil de afinidade
em alvos moleculares relacionados a Leishmaniose, utilizando as ferramentas
da Modelagem Molecular e da Bioinformética, seguido de sintese destas
substancias candidatas a farmacos leishmanicidas e avaliacdo in vitro. Os
estudos de Modelagem Molecular avaliaram os perfis de afinidade de uma
série de derivados do eugenol proposta com alvos biolégicos selecionados,
entre elas as enzimas de Leishmania CRKS3, tripanotiona sintetase, arginase e
cisteino protease rCPB2.8, por meio de ancoramento molecular. As enzimas
CRK3 e cisteino protease rCPB2.8 foram prevista pela técnica de modelagem
por homologia utilizando um modelo e multiplos modelos, respectivamente,
devido a auséncia de uma estrutura cristalogréfica desta proteina em banco de
dados. As estruturas cristalograficas das proteinas arginase e tripanotiona
sintetase foram obtidas no banco de dados Protein Data Bank (PDB). Para a
obtencdo dessas novas substéncias quimicas levou-se em consideracdo o
planejamento de uma rota sintética simples e reprodutivel. Foi obtido uma série
de ésteres de base de Mannich do eugenol, compostos contendo como
substituintes grupamentos doadores de elétrons bem como grupamentos
retiradores de elétrons e de diferente eletronegatividade e volume. As novas
substancias foram elucidadas estruturalmente utilizando ferramentas
espectroscopicas. O estudo de atividade farmacolbgica permitiu verificar que os
compostos SBM2, SBM3, SBM4, SBM5, SBM8, SBM11 e SBM13 possuem
atividade leishmanicida antipromastigota, e apenas o composto SBM3
apresentou atividade inibitoria satisfatoria sobre a enzima rCPB2.8 na
concentracdo de 100 pM. Foi verificado também o aumento da atividade da

enzima rCPB2.8 exercida pelos compostos intermediario 2, SBM4, SBMS8 e



SBM9, que pode estar relacionada com a interacdo destes compostos em um
sitio alostérico. Dentre as cavidades estudadas presentes na superficie da
enzima rCPB2.8, uma possivel regido de interagdo com micromoléculas,
localizada préxima ao residuo de LYS159, apresentou um perfil de interacdo

com os compostos similar ao observado nos estudos in vitro.

Palavras-chave: Leishmaniose. Modelagem molecular. Ester. Base de

Mannich.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected pathology with a high incidence worldwide,
constituting a governmental health problem in Minas Gerais and in the whole
country as well, because of the high degree of morbidity and mortality and a
scarce therapeutic arsenal. There are enzymes essential for cell growth and
viability of Leishmania that are investigated as targets for new drugs. This thesis
aimed to identify compounds that had leishmanicidal activity, using Molecular
Modeling and Bioinformatics tools, followed by synthesis and in vitro evaluation
of its pharmacological activity. The aim of the Molecular Modeling study is to
evaluate the interaction of the compounds with some biological targets (CRKS3,
trypanothione synthetase, arginase and rCPB2.8 enzymes). The three-
dimensional structures of the CRK3 and rCPB2.8 enzymes were predicted by
homology modeling, since there are no crystal structures of these proteins
deposited in a database. The crystallographic structures of the arginase and
trypanothione synthase proteins were obtained from the Protein Data Bank
(PDB). The planning of a simple and reproducible synthetic route was taken into
account in the production of these substances. The Mannich base esters
bearing different substituents at the para-disubstituted ring moiety were
investigated, varying the substituents with electron donating groups as well as
electron withdrawing groups of different electronegativity. The new substances
were structurally elucidated using spectroscopic tools. The study of
pharmacological activity made it possible to verify that the compounds SBM2,
SBM3, SBM4, SBM5, SBM8, SBM11 and SBM13 have antipromastigote
activity, and only the compound SBM3 showed inhibitory activity on the enzyme
rCPB2.8 in the concentration of 100 puM. Activation of the enzyme rCPB2.8
exerted by intermediates 2, SBM4, SBM8 and SBM9 was also verified, which
may be related to the interaction of these compounds in an allosteric site.
Among the studied binding pockets in the surface of the rCPB2.8, one
presented an interaction profile similar to that observed by in vitro studies,

located in the region of the lysine residue LYS159, close to the active site.

Key-words: Leishmaniasis. Molecular Modeling. Ester. Mannich Base.
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1 INTRODUCAO

As Doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo doencas associadas com a
pobreza, prevalentes em regifes tropicais e subtropicais, no qual a populacdo mais
afetada se encontra em contato proximo aos vetores infecciosos devido a falta de
saneamento basico adequado, além de habitos de higiene precérios e baixa
nutricdo, os tornando mais vulneraveis a doenca. A grave debilidade fisica causada
pela maioria das doencas desta classe prejudica o desenvolvimento intelectual das
criangas e limita a capacidade dos individuos infectados em trabalhar (DIAS et al.,
2013). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica 18 doencas parasitarias
cronicas como DTN, dentre elas a Leishmaniose, doenca de Chagas, doenca do
sono e Ulcera de Buruli sdo patologias ainda sem tratamento adequado, que néo
dispbem de ferramentas suficientes de controle e necessitam de maiores
investimentos em pesquisa e desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2012a, 2017).

A Leishmaniose é uma doenca causada por parasitos do género Leishmania
que acomete principalmente a pele e outros 6rgdos como o figado e baco, e que
muitas vezes leva a lesdes, mutilagbes e até mesmo a morte, se ndo houver
tratamento adequado. A alta viruléncia do parasito, o estado nutricional inadequado,
a idade (risco muito agravado em criancas e idosos), a imunodeficiéncia e alguns
fatores genéticos do hospedeiro contribuem para um prognostico desfavoravel da
doenca (FRADE et al., 2011). Atualmente, as infec¢des causadas pelo protozoario
Leishmania sp. sdo preocupantes devido ao aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos, principalmente no Brasil e na India, e estes serem muito
propicios a tal parasitemia sistémica, sendo a imunossupressao o maior fator de
risco por alterar a manifestacao clinica da doenca e a resposta do paciente ao
tratamento (GRIENSVEN, 2014).

Estima-se que de 700 a 1 milhdo de casos novos de Leishmaniose e de
20.000 a 30.000 mortes ocorrem ao ano. Quase a totalidade dos casos registrados
de Leishmaniose Visceral (90%) no mundo em 2015, a manifestacdo mais séria da
doenca, provém dos paises Brasil, Etiopia, india, Somalia, Suddo e Sud&do do Sul,
demonstrando a concentracdo dos casos nos paises ditos como em
desenvolvimento e subdesenvolvidos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
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Durante a reunido da OMS sobre o esboco de um quadro estratégico para o
controle da Leishmaniose, realizado na Georgia em 2013, foram firmadas metas a
serem concluidas até o ano de 2020 para a eliminacdo da mortalidade por
Leishmaniose Visceral, reducdo das morbidades por Leishmaniose Visceral e
tegumentar, buscando minimizar as perdas socioecondmicas provocadas pela
doenca. Entre as intervencgles prioritarias estabelecidas estdo um sistema de
deteccdo precoce de casos, diagnostico confiavel e tratamento apropriado e
acessivel; o desenvolvimento de um sistema vigilancia de saude em funcionamento
adequado; controle de reservatérios zoonoticos; controle do vetor e controle
ambiental; educacdo em salde a populacdo e esforcos em pesquisa; entre outros
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Uma das grandes dificuldades no controle da doenca é 0 acesso restrito aos
medicamentos e rupturas regulares de estoque em paises endémicos, somado a
este fator, os farmacos disponiveis para o tratamento da Leishmaniose possuem
elevada toxicidade, baixa eficacia, custo elevado, via de administracdo indesejavel,
janela terapéutica estreita e desenvolvimento de resisténcia do parasito em resposta
ao medicamento, fazendo-se necessario pesquisas de novos farmacos com tal
finalidade, que sejam de baixa toxicidade e acessiveis a toda a populacdo (WALKER
et al., 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010a).

A possibilidade de estudos in silico propiciou o desenvolvimento de
estratégias de estudo racional de novos farmacos pela possibilidade de identificacédo
e otimizacdo de moléculas pequenas com capacidade de interacdo com o alvo
molecular de interesse (SANT'ANNA, 2009; SINGH; JHA; KESWANI, 2016).

Estudos tém demonstrado que a enzima rCPB2.8 é essencial para a
viruléncia e sobrevivéncia do parasito da espécie Leishmania e o entendimento do
mecanismo de sua inibicdo e entidades quimicas que interagem com sitio ativo da

enzima faz dela um alvo potencial a ser explorado (AZIZI et al., 2009).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A Quimica Medicinal tem um papel importante no desenvolvimento racional
de farmacos por estudar a origem molecular da modulagcéo a nivel celular exercida
por micromoléculas bioativas e abranger conhecimentos multidisciplinares como a
quimica organica, farmacologia, bioquimica, bioinformatica, entre outros,
possibilitando estabelecer uma relacéo estrutura e atividade de farmacos, além do
conhecimento de propriedades farmacodinamicas, farmacocinéticas e mecanismos
metabdlicos, objetivando-se o0 desenvolvimento de compostos mais potentes,
seletivos e menos téxicos (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009; BARREIRO
et al., 1997; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

A possibilidade de estudos in silico propiciou o desenvolvimento de
estratégias de estudos racional de novos farmacos pela exploracdo de produtos
naturais, entidades quimicas com mecanismo de agdo conhecidos e de interesse,
otimizacdo de farmacos existentes ou o estudo de analogos. Estes avancos foram
possiveis devido ao conhecimento da sequéncia genética do parasito e da existéncia
de banco de dados de proteinas, além da possibilidade do uso da ferramenta de
triagem virtual (high-throughput screening) para a avaliacdo computacional de um
grande numero de possiveis inibidores enziméaticos e a criacdo de banco de dados
de moléculas de origem sintética e produtos naturais (SANT'ANNA, 2009; SINGH,;
JHA; KESWANI, 2016).

2.1 PLANEJAMENTO RACIONAL

O planejamento racional de farmacos busca a identificacdo e otimizacdo de
moléculas pequenas, avaliando a capacidade de interacdo entre 0os compostos
estudados e o alvo molecular de interesse, resultando no estabelecimento de
grupamentos funcionais essenciais para a atividade biolégica no alvo e posterior
selecdo dos compostos lideres de maior poténcia e seletividade.

O conhecimento do comportamento “drug-like” ou “fragment-like” de
moléculas ou de grupamento funcionais separadamente, no qual 0 composto pode
se comportar de modo semelhante ao substrato conhecido da enzimas no sitio ativo,
o conhecimento das propriedades fisico-quimica e farmacocinética, a auséncia de

grupamentos toxicoféricos e o uso de ferramentas de selecdo de compostos, como
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a regra dos cinco de Lipinski, podem fundamentar a escolha de uma série de
compostos que possam ter atividade com o alvo enzimético proposto em um estudo
(ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009).

Estratégias de modificacdo molecular fornecem ferramentas para a
otimizacdo de protétipos a farmaco por alterar propriedades que tornam o composto
em estudo menos efetivo, sem resultar na diminuicdo da afinidade entre o composto
e o alvo enzimatico, como a melhora de sua absorcdo e distribuicdo ou a
potencializacdo da sua acdo no sitio de interacdo com a enzima. Entre as
ferramentas utilizadas pelo quimico medicinal est4 o bioisosterismo, que busca a
alteracdo de grupos funcionais do composto por grupamentos que apresentem
propriedades fisico-quimicas, volume e distribuicdo eletrénica semelhantes, porém
gue melhore o perfil farmacocinético ou farmacodindmico desejado. A hibridizacéo
molecular é uma ferramenta que busca a associacdo de dois padrées moleculares
com atividades biol6gicas distintas em uma Unica estrutura para obter uma acéo
sinérgica entre elas. A simplificacdo molecular parte do conhecimento da relacao
estrutura atividade para modificar os compostos em estudo reduzindo-o a uma
estrutura minima essencial para a sua atividade. A simplificacdo de compostos leva
a reducao do peso molecular, facilitando a sua absor¢do, diminuicdo de centros
estereogénicos e tornando o processo de sintese mais simples (BARREIRO, 2002;
BARREIRO; FRAGA, 2008; SETHY et al., 2013).

2.2 MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular é uma ferramenta computacional que tem sido
utilizada para o planejamento de novos farmacos a fim de simular as interacdes de
moléculas em seus alvos biomacromoleculares. Na modelagem molecular, as
interacOes dipolo-dipolo, ion-ion, por ligacdes de hidrogénio e forcas de dispersao
sao determinadas, possibilitando estabelecer uma relagdo quantitativa da estrutura-
atividade. Os métodos de modelagem molecular estdo divididos em métodos
classicos, métodos quénticos e metodos comparativos (SANT'ANNA, 2009).

Estudos computacionais por meio de ancoramento molecular buscam
identificar a posi¢cdo energicamente favoravel no alvo molecular posicionando
pequenas moléculas em diferentes orientacdes e conformacdes de acordo com as

interacOes intermoleculares, fornecendo uma resposta que prediz a afinidade da
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molécula pelo alvo (pontuacdo ou escore). A estrutura tridimensional dos alvos
moleculares podem ser obtidas por cristalografia de raio X ou por ressonancia
magneética nuclear, e sdo depositadas em bancos de dados. Métodos comparativos
tem sido utilizados para a obtencdo da estrutura tridimensional de proteinas ainda
nao resolvidas que possuem uma relacdo entre sua sequéncia de aminoacidos com
pelo menos uma proteina registrada no banco de dados e que tenha sua sequéncia
de aminoacidos elucidada (KROEMER, 2007).

A construcdo de um modelo tridimensional de uma proteina é realizada por
programas que buscam regides semelhantes entre duas ou mais proteinas, que
serdo mantidas entre as estruturas, e que aplicam regras de restricdes espaciais a
sequéncia alvo (restricdes angulares entre trés atomos e diedrais, restrices
guimicas e estereoquimicas). O método de modelagem por homologia baseia-se no
fato de que regides semelhantes entre proteinas apresentam conformacdes internas
conservadas, principalmente com relagcdo ao arranjo da estrutura secundaria da
proteina (a-hélices e folhas-B); proteinas de uma mesma familia ou homdlogas
possuem semelhancas estruturais e funcionais, diferindo principalmente em regides
externas (loops), que sdo importantes para a formacdo da estrutura terciaria da
proteina (PACHECO, 2009).

O estudo de dindmica molecular € uma ferramenta utilizada na modelagem
molecular que se baseia nos principios de Mecanica Classica e descreve as
propriedades dinamicas dos atomos por forcas newtonianas, permitindo o calculo
das propriedades macroscépicas (pressdo, energia interna, volume, temperatura,
entropia, energia livre, entre outras) de um sistema que pode ser solvatado e que
tem relacdo temporal, se aproximando de uma situacao laboratorial real (NAMBA,
SILVA; SILVA, 2008).

2.2 LEISHMANIOSE

A Leishmaniose é uma doenca parasitaria com diferentes formas clinicas
causada por mais de 20 espécies de protozoarios intracelulares da Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e Género Leishmania. A infec¢cdo pelo
protozoario se da apos a picada pela fémea do inseto do género Lutzomyia e
Plebotomus, sendo conhecida mais de 30 espécies deste vetor (SINGH; KUMAR,;
SINGH, 2012).
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O ciclo de vida do protozoario no homem, exemplificado na Figura 1, se inicia
apos a picada do vetor infectado, que libera a forma promastigota no local da picada,
e que leva a uma resposta inflamatoria com presenca de macrofagos. Estes
macrofagos fagocitam a forma promastigota e induzem seu desenvolvimento e
proliferacdo a forma amastigota dentro de fagolisossomos; apés a lise destes
macréfagos, outros macréfagos podem ser infectados de forma disseminada
acometendo principalmente 6rgdos como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea.
O homem e alguns animais podem agir como reservatorio do parasito, e apos a
succgao de seu sangue pelo mosquito vetor transmite a este a forma amastigota, que
se desenvolve a promastigota no meio extracelular do intestino (GRIENSVEN; DIRO,
2012). Além da transmissdo via picada do inseto, raros casos de transmissdo via
congénita e por transfusdo sanguinea ou compartilhamento de seringas podem
ocorrer. (PEARSON; SOUSA, 1996). Cées, gatos e outros animais vertebrados
também podem ser infectados por parasitos do género L. chagasi, caracterizando
uma zoonose (GRIENSVEN, 2014). No continente Americano, a presenca de um
reservatorio animal € necessaria para manter o0 parasito na natureza e dar

continuidade ao ciclo de transmissdo de Leishmaniose.

Figura 1 - Ciclo bioldgico da Leishmania sp no inseto e no hospedeiro humano.
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Dependendo da espécie de Leishmania envolvida na infeccéo e da reposta do
hospedeiro frente a esta infeccdo a Leishmaniose pode se manifestar por formas
clinicas diferentes, entre elas as principais sao: Leishmaniose Cutanea, mais comum
e que leva lesdes na pele; Mucocutanea; Visceral ou calazar e Leishmaniose

Dérmica Pds Calazar.

2.2.1 Leishmaniose tegumentar: Cutanea e Mucocutanea

A Leishmaniose Tegumentar é classificada de acordo com as manifestacfes
clinicas como Cutanea localizada, Cutanea difusa, Leishmaniose disseminada,
Leishmaniose recidiva cutis e Leishmaniose mucosa, acometendo principalmente a
pele. Inicialmente é manifestada por uma macula no local da picada do inseto, que
progride em duas ou trés semanas em lesdes em forma de ndédulo ou pépula
eritromatosa e pruriginosa e pode acometer linfonodos. A doenca pode se
desenvolver a um granuloma ou a uma Ulcera, que pode persistir por meses ou
anos, ou se transformar em uma forma crénica (GOTO; LINDOSO, 2012).

A Leishmaniose mucosa esta associada a desfiguracdes devido a ulceracbes
resultantes da hiperatividade da resposta imunolégica podendo acometer os labios,
nariz, bochechas, palato, faringe, laringe e raramente a traqueia e a genital. Casos
de mortes estdo associados com infeccdes secundarias (PEARSON; SOUSA, 1996;
PISCOPO; AZZOPARDI, 2006). Entre as espécies responsaveis por ocasionar a
manifestacdo mucosa da Leishmaniose, destaca-se a L. braziliensis (SANGSHETTI
et al., 2015).

A Leishmaniose recidiva é causada principalmente pela espécie L. tropica e
se manifesta com o reaparecimento de resposta inflamatério em lesbes de
Leishmaniose Cutanea nao tratada adequadamente. O grau de parasitismo em
biopsias pode variar de ausentes, escasso ou frequentes (BITTENCOURT et al.,
1993; SANGSHETTI et al., 2015).

No continente americano a Leishmaniose Cutanea e Mucocutanea € causada
pelas espécies L. mexicana, L. amazonensis, L. brasiliensis, L. panamensis, L.
guyanensis, L. peruviana e L. chagasi por meio da transmisséo do vetor da espécie
Lutzomyia que habitam o solo ou arvores, sendo endémica em muitas areas da
América Central e América do Sul. Os humanos séo infectados quando trabalham ou

vivem em areas florestais nos quais os organismos sdo endémicos, sendo um
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problema encontrado para aqueles que possuem atividades militares nestes locais
(PEARSON; SOUSA, 1996). A Leishmaniose Cutanea possui uma incidéncia de 0,6
a 1 milhdo de casos por ano em 82 paises (FIGURA 2) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Figura 2 - Taxa de incidéncia da Leishmaniose Cutanea no ano de 2013.
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Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION (2013).

2.2.2 Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Dérmica P6s Calazar

A forma disseminada da Leishmaniose, conhecida por Leishmaniose Visceral
(LV) ou Kala-azar, é causada principalmente pelas espécies L. donovani e L.
Infantum (sinbnimo de L. chagasi na América do Sul) e possui uma incidéncia
estimada de 50.000 a 90.000 novos casos ao ano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Ap6s o periodo de incubacdo, que pode durar de 2 a 6
meses ou por anos, a doenca é manifestada por alguns sintomas como: febre, perda
de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia, escurecimento da pele,
anemia, trombocitopenia e neutropenia, devido a supressdo da medula déssea e
sequestro esplénico, disfuncao hepatica, sangramentos, edemas, entre outros, e €
fatal se ndo tratada em 95% dos casos (GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Erupgcbes cutaneas em forma de papulas, maculas ou ndédulos, ricos em

parasitos, podem aparecer como uma forma crénica apés o término do tratamento
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aparentemente efetivo da Leishmaniose Visceral, ou em paciente sem o histérico
desta doenca, sendo prevalente em areas onde a espécie Leishmania donovani é
endémica. Esta forma de manifestacdo da Leishmaniose é conhecida como a
Leishmaniose dermal post kala azar (LPKA) e esta associada de forma significativa
a tratamentos com medicamentos antimoniais (MUKHOPADHYAY et al., 2014,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). A possibilidade da persisténcia do
parasito apdés a cura clinica e a associacdo da forma LPKA com uma reinfeccao
deste parasito também é evidenciada (ZIJLSTRA, 2016).

Estudos levantaram outras hipéteses para poder explicar o aparecimento da

forma LPKA e demonstraram uma possivel relacdo entre a LPKA e a luz ultravioleta
do sol, devido sua acdo imunossupressora, sua habilidade em destruir as células
apresentadoras de antigeno epidermal, as células de Langerhan, e sua inibicdo da
hipersensibilidade de contato e respostas a aloantigeno. Ainda a falha no
desenvolvimento de uma memdria imunoldgica especifica de células T, levando uma
susceptibilidade a reativacdo de formas latentes do parasito, e fatores de
susceptibilidade genética do hospedeiro, como a falha na resposta adequada do
mediador inflamatério IFN-y e IFN-yR1 poderiam facilitar o crescimento e a
multiplicacéo do parasito (MUKHOPADHYAY et al., 2014).
A Leishmaniose Visceral possui alta letalidade principalmente em individuos néo
tratados, criancas desnutridas e em individuos portadores da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV). No Brasil, a LV teve modificacbes nos seus
aspectos geograficos e sociais, aproximadamente noventa por cento dos casos
notificados de LV ocorriam na Regido Nordeste na década de 90; a medida que a
doenca se expandiu houve uma reducdo deste nUmero, e 0S casos comecaram a
atingir areas urbanas do pais (FIGURA 3) (BRASIL, 2014).
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Figura 3 - Taxa de incidéncia da Leishmaniose Visceral por regido do Brasil no ano de 2012.
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2.3 TRATAMENTOS

Entre os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose estdo a
pentamidina, antimoniais pentavalentes, paromomicina, anfotericina b, sitamaquina e

miltefosina.
2.3.1 Antimoniais pentavalentes

Os medicamentos estibogluconato de sddio e antimoniato de meglumina,
ilustrados na Figura 4, sado pro-farmacos da classe dos antiménios pentavalente
usados no tratamento da Leishmaniose Visceral e post-kala-azar em alguns paises
da Africa (SANGSHETTI et al.,2015). O mecanismo de acdo dos medicamentos
antimoniais ndo € estabelecido ao certo, porém supde-se que inicialmente ocorre
seu transporte para o interior do parasito por transportadores de aquaporina 1,
aquagliceroporina e transportadores de fosfato da forma amastigota. No interior do
macréfago ou no parasito, o antimoniato pentavalente (SbY) sdo convertidos a

" e ambas as formas agem por fragmentar o DNA levando

antimoniato trivalente (Sb
a B-oxidacdo dos éacidos graxos, fosforilacdo da adenosina difosfato e apoptose.
Além disto, os antimoniais inibem a glicélise, aumentam o efluxo de tidis

intracelulares e inibem a acdo da enzima tripanotiona redutase, responsavel pela
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protecdo de espécies reativas de oxigénio do hospedeiro e espécies de nitrogénio
do parasito. Devido ao uso indiscriminado e sua ampla utilizagdo em regibes
endémicas, foram identificados mecanismos de resisténcia do parasito frente a acao
deste medicamento, entre eles a diminuicdo da atividade redutase do parasito para a
conversdo do SbY a Sb", reducéo da acumulacdo de metais devido ao alto efluxo e
baixo influxo de substancias, superexpressdo do gene da proteina de choque
térmico (HSP70), expresséao de transportadores da familia ABC, MRPA e proteina de
resisténcia a Pentamidina 1 (PRP1) que atuam como bomba de efluxo para
antimoniais (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Figura 4 - Estrutura quimica do estibogluconato de sédio e
antimoniato de meglumina
\
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Fonte: CABALLERO; SALAS; SANCHEZ-MORENO (2015).

O antimbnio possui elevada toxicidade, sendo considerado um agente
clastogénico e possivel carcinébgeno humano, pelo IARC (International Agency for
Research on Cancer). Mialgias, dores abdominais, alteracdes hepaticas e disturbios
cardioldgicos séo frequentes, como batimentos ventriculares prematuros, taquicardia
ventricular, prolongamento do intervalo QT, associados com arritmias sérias ou fatais
(RATH et al., 2003). Casos de toxicidade e mortalidade sdo mais frequentes em
pacientes HIV-positivos tratados com antimoniais quando comparados com aqueles
tratados com miltefosina ou anfotericina B incorporada a lipossomas (NAGLE et al.,
2014).

2.3.2 Anfotericina B
A anfotericina B € um farmaco poliénico, inicialmente utilizado como agente

antifingico, que possui acdo leishmanicida devido sua interagdo com o ergosterol de

membrana da Leishmania, levando a um aumento de sua permeabilidade, alteragao
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osmatica e lise celular (FIGURA 5). As alteracdes da expressédo do ergosterol de
membrana foi evidenciado como mecanismo de resisténcia da Leishmania,
entretanto, casos de resisténcia ndo sao frequentes (SINGH; KUMAR; SINGH,
2012).

Figura 5 - Estrutura quimica da anfotericina B.
OH

Fonte: Adaptado de PUBCHEM (2005a).

Em regides endémicas onde a Leishmania se mostra resistente aos
medicamentos antimoniais, a anfotericina B €& comumente utilizada como
medicamento de escolha, possuindo alta eficiéncia, porém apresenta muitos efeitos
adversos como, principalmente, a nefrotoxicidade, e necessita de acompanhamento
hospitalar. Estudos de fase Il confirmaram que a anfotericina B incorporada a
lipossomas é consideravelmente menos toxica que a forma convencional, possuindo
eficiéncia em baixas doses pelo aumento de sua biodisponibilidade e
farmacocinética, sendo absorvida preferencialmente pelas células do reticulo
endotelial, porém seu alto custo limita seu uso (RATH et al., 2003). O custo de um
tratamento com duracéo de dois a quatro dias para um paciente pesando 70 Kg é de
aproximadamente US$ 504 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010b).

2.3.3 Miltefosina

A miltefosina, mostrada na Figura 6, € um farmaco que apresenta um
grupamento alquilfosfocolina em sua estrutura, inicialmente utilizado como agente
anticancer, que age acumulando-se no interior do parasito e causando sua
apoptose, além disto, reduz o teor de lipidios na membrana de promastigotas e
aumenta o teor de fosfatidiletanolamina, sugerindo uma inibicdo da
fosfatidiletanolamina-N-metiltransferase e diminuicdo da proliferagcdo parasitaria.

Este medicamento apresentou ser teratogénico, abortivo, possui alta meia vida no
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organismo e em poucos casos apresentou recidiva apds 9 a 12 meses. Possui baixa
toxicidade quando comparada com os medicamentos antimoniais, sendo raros 0s
casos de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (NAGLE et al., 2014; SINGH; KUMAR;
SINGH, 2012). Cepas resistentes e falha no tratamento ja foram relatadas em

tratamentos da Leishmaniose Visceral com a miltefosina (TRINCONI et al., 2016).

Figura 6 - Estrutura quimica da miltefosina.
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Fonte: Adaptado de PUBCHEM (2005b).

2.3.4 Paromomicina

A Paromomicina, ilustrada na Figura 7, € um aminoglicosidio que age contra
bactérias e contra a Leishmaniose com alta tolerabilidade, baixa toxicidade, baixo
custo e boa eficiéncia, porém menor que nos tratamentos com medicamentos
antimoniais. Seu mecanismo de acdo ainda ndo é claro, porém a mitocondria foi
apontada como seu alvo principal, além de agir também na sintese proteica,
alteracdo no RNA ribossomal, modificacdo da fluidez de membrana e metabolismo
lipidico. A paromomicina é efetiva em casos de Leishmaniose Visceral e Cutanea,
porém seu uso € maior para o tratamento de Leishmaniose Cutanea em regifes
endémicas (SANGSHETTI et al., 2015; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).
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Figura 7 - Estrutura quimica da paromomicina
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2.3.5 Sitamaquina

A sitamaquina, demonstrada na Figura 8, € uma aminoquinolina desenvolvida
para o tratamento da Leishmaniose Visceral que interage com a membrana, por
atracdo eletrostatica entre fosfolipidios aniénicos e as cargas positivas do farmaco, e
se acumula no citosol da Leishmaniose, afetando a motilidade, morfologia e o
crescimento do parasito, além de levar ao colapso no potencial de membrana
mitocondrial. Alguns efeitos colaterais conhecidos sdo vomito, dispepsia, cianose,
sindrome nefrética e glomerulonefrite. Estudos de fase Il demonstraram eficiéncia e
tolerabilidade contra Leishmaniose Visceral, porém estudos mais aprofundados séo
necessarios para um melhor conhecimento de sua eficacia e toxicidade. Sua meia-
vida de eliminacdo € curta, impedindo um mecanismo de resisténcia emergente.
(LOISEAU; COJEAN; SCHREVEL, 2011; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Figura 8 - Estrutura quimica da sitamaquina.
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2.3.6 Pentamidina

A Pentamidina, demonstrada na Figura 9, foi utilizada em alguns paises como
terapia de segunda escolha em casos de Leishmaniose Visceral, porém sua
toxicidade e o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelo parasito levou a
sua substituicdo. Seu uso € indicado em casos de Leishmaniose Cutanea causada
por L. guyanensis e em paises onde ela € o Unico medicamento leishmanicida
disponivel. Casos de toxicidade podem levar a hipoglicemia, hipotensédo, febre,
miocardites, toxicidade renal e ao surgimento da sindrome de diabetes mellitus
insulinodependente (NAGLE et al., 2014).

Figura 9 - Estrutura quimica da Pentamidina
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Fonte: Adaptado de PUBCHEM (2005c).

O mecanismo de acdo da Pentamidina ainda ndo foi esclarecido, porém,
sabe-se que esta se liga ao DNA mitocondrial (kDNA) do parasito e leva a sua
clivagem, além de interagir de modo inibitério com a Topoisomerase |, afetando a
replicacdo e transcricdo celular. Estudos demonstram que o desenvolvimento de
resisténcia do parasito ao farmaco esta relacionado ao aumento de seu efluxo para
o exterior da mitocondria (denominada cinetoplasto) e producdo de sequéncias de
kKDNA pobres em adenosina e timidina, que sao sitios de ligacdo com o farmaco
(JEAN-MORENO et al.,, 2006). A acdo da Pentamidina sobre a biossintese de
poliaminas ainda ndo foi determinada, sendo que alguns estudos demonstraram
poucas evidéncias entre a atividade leishmanicida da Pentamidina e a inibicdo da
maquinaria biossintética da poliamina (BASSELIN et al., 1997; ROBERTS et al.,
2007).

2.4 MERCADO DE PATENTES: BUSCA POR NOVOS FARMACOS
LEISHMANICIDAS
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O mercado de patentes para busca de tratamentos leishmanicidas teve um
crescimento gradual desde 1974, e tem os institutos de pesquisa como principais
depositantes de pedidos de patentes (FIGURA 10). Dentre os documentos
depositados 17% envolvem produtos imunomoduladores, 16% envolvem o
desenvolvimento de vacinas e 67% se tratam de agentes leishmanicidas (SINGH,;
JHA; KESWANI, 2016).

Figura 10 - A) Numero de patentes publicadas por ano no periodo entre 1980 e 2016. B)
Numero de publicacdes realizada por cada entidade solicitante de patente.
Busca realizada no banco de dados Lens por patentes contendo os termos

“Leishman*” e “drug”.
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Fonte: SINGH; JHA; KESWANI (2016).

Documents Published

Em um pedido de patente de nimero W0O2017072523A1 publicada em 2017,
Alan Fairlamb e colaboradores evidenciaram a acdo do farmaco Delamanid,
demonstrado na Figura 11, um composto nitroaromatico, e compostos relacionados
no tratamento da Leishmaniose. Os valores de ECs, de Delamanid frente a
amastigota axénica e promastigota de L. donovani foram 5,4 +0,05 nM e 15,5 £0,07
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nM, respectivamente, agindo seletivamente em células do parasito devido a baixa
citotoxicidade em macréfagos humanos HepG2 (ECso = > 5000 nM).

Figura 11 - Estrutura quimica do farmaco delamanid.
CF3

Fonte: Adaptado de FAIRLAMB et al. (2017).

A acdo anti-leishmania de derivados sintéticos de flavonoides contendo um
grupamento amina foi registrada por Larry Ming-Cheung Chow e colaboradores na
patente US9562037B2 (2017). Dentre os compostos que se destacaram estdo o
FMO5, ilustrado na Figura 12, com Clso em promastigotas de L. donovani cepa Ld39
de 0,3 + 0,1 uyM e amastigotas >10 uM e citotoxicidade em células L929 de
fibroblastos de rato com Clsg >100 pM; bem como o composto FMQ9, ilustrado na
Figura 12, que apresentou Clso em promastigotas de L. donovani cepa Ld39 de 0,5 +
0,1 uM e amastigotas <0,37 uM e citotoxicidade em células L929 com Clsp >33 uM.
Foi indicado a acdo indutora de estresse oxidativo em macréfagos, que levam a
morte de amastigotas, pelo composto FM09 a uma exposicdo de 46 horas em

concentracdo de 30 uM.

Figura 12 - Estrutura quimica dos compostos FM05 e FM09 da patente US9562037B2.
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Fonte: Adaptado de CHOW et al. (2017)

No estudo de imidazotriazinas realizado por Stephen Brand e colaboradores
(2016) descrito no pedido de patente de numero WO02016/193111A1 foi
demonstrado atividade leishmanicida intramacrofago em amastigotas da espécie L.
donovani, porém também foi encontrado citotoxicidade contra células THP-1

humanas, com um valor de indice de seletividade (pECso células THP-1 / pECsg
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parasito) para o composto “Example 17, demonstrado na Figura 13, de 0,69 para o
ensaio 1 e de 0,63 para o ensaio 5, descritos no pedido de patente. O perfil de

toxicidade se repetiu para todos os compostos estudados.

Figura 13 - Estrutura quimica do composto
“Example 1” do pedido de patente
WO02016/193111A1.
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Fonte: Adaptado de BRAND et al. (2016).

Na busca de extratos obtidos de produtos vegetais com atividade

leishmanicida encontra-se uma variedade de compostos que demonstram eficacia e
seguranca em estudos realizados e também por conhecimentos da medicina
popular e que fornecem informagdes importantes para o desenvolvimento de novos
farmacos. Entre os estudos conduzidos, encontram-se patentes que evidenciam a
acao bioldgica, processos de extracdo e purificacdo de produtos naturais.
Entre as primeiras publicacdes descrevendo a acdo leishmanicida de extratos
vegetais [busca realizada no banco de dados OMPI (Organizagdao Mundial de
Propriedade Intelectual) com as palavras chave “leishmani*” e “extract”] esta o
estudo da atividade do extrato de raiz de Cochlospermum angolense, que inibiu
100% do crescimento de Leishmania numa concentracéo de 200 ug.mL™ (PRESBER
et al., 1991).

As propriedades leishmanicidas da folha de betel foi descrita no pedido de
patente de numero WO2002045731A1 e publicada em 2002. Na sua composi¢ao de
seu 6leo essencial estdo presentes fendis, terpenos e o constituinte caracteristico
conhecido como chavibetol, um isdbmero do eugenol representado na Figura 14, que
demonstrou reduzir a viabilidade in vitro de 57 a 79% de promastigotas de
Leishmania donovani e a carga parasitaria de 93 a 95% de baco e figado de
hamsters golden (BANDYOPAD-HYAY et al.,2002).
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Figura 14 - Estrutura quimica do chavibetol.
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Fonte: Adaptado de BANDYOPAD-HYAY et al. (2002).

Atividade leishmanicida também ja foi evidenciada em extratos flngicos,
como das espécies Drechslera rostrata e Eurotium tonophilum (pedido de patente
EP2735339A1, 2014), cogumelos Agaricus blazei (pedido de patente
W02011140623A1, 2014), entre outras.

2.5 ALVOS MOLECULARES PARA O COMBATE DA LEISHMANIOSE

A busca por farmacos leishmanicidas menos toxicos, mais eficazes e que
causem o minimo de efeitos colaterais, faz com que alvos moleculares conhecidos
do parasito e que sdo ausentes no hospedeiro humano sejam mais atraentes e tidos
como alvos ideais. As enzimas relacionadas com a rota metabdlica da tripanotiona,
essenciais para a modulacéo do estresse oxidativo no parasito, tém sido objeto de
estudos em alguns artigos; entre elas, as enzimas tripanotiona sintetase e
tripanotiona peroxidase sdo destacadas como possiveis alvos de inibidores mais
seletivos, pois estdo ausentes no hospedeiro humano. As enzimas DNA
topoisomerases, envolvidas no processo de replicacao, transcricdo, recombinacao e
reparo do DNA do parasito, possuem fatores que distinguem estas enzimas das do
hospedeiro (NAGLE et al., 2014).

O Quadro 1 cita alguns dos alvos moleculares que tém sido objeto de estudos

para possiveis farmacos leishmanicidas.
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Quadro 1 - Potenciais alvos moleculares para farmacos leishmanicidas.

Enzimas alvo

Acéo biologica

Escaleno sintase e delta
24(25) esterol
metiltransferases

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Hipoxantina-guanina
fosforibosil transferase

Enzimas biossintéticas de
glicosilfosfatidilinositol

Sistema glioxalase
Sistema tripanotiona

Proteina dissulfito isomerase

Topoisomerases
Metacaspases

Enzimas biossintéticas da
poliamina

Fe- superoxido dismutase

proteinas-cinase ativadas por
mitdégenos (MAPK)

Envolvidos na biossintese do esterol que € essencial na
manutencdo da estrutura de membrana e na sinalizagéo
celular

Regulacao da glicélise realizada em glicossomos

Envolvido na captagéo de purinas do hospedeiro, essencial
na sintese de nucleotideos

Protege o parasito de hidrolases e do sistema imunoldgico

do hospedeiro, mediada pelo complemento via alternativa,

devido os glicolipideos glicosilfosfatidil-inositol agir fixando-
se a glicolipideos de membrana

Possui acdo desintoxicante

Protege o parasito de moléculas NO, espécies reativas de
oxigénio com agéo potencialmente letal

Protege o parasito no meio intracelular do hospedeiro

Envolvidas no processo de replicacao, transcricéo,
recombinacgéo e reparo do DNA do parasito

E essencial para a separacéo do nucleo e do cinetoplasto
do parasito

Relacionada na diferenciagcéo do parasito de promastigota a
amastigota e regula a peroxidacao lipidica (SINGH;
KUMAR; SINGH, 2012).

Protege as enzimas glicossomais da toxicidade de radicais
superoxido. Esta enzima é ausente no hospedeiro (SINGH,;
KUMAR; SINGH, 2012).

Envolvida na transformacéo e proliferacdo do parasito
(SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Fonte: Adaptado de DAS et al. (2013).

2.5.1 Cinases dependentes de ciclina

As proteinas cinases catalisam reacdes de fosforilacdo pela transferéncia do

grupo fosfato do ATP para um grupo hidroxila da cadeia lateral de aminoacidos de

serina, treonina ou tirosina em uma proteina. Existem diversos tipos de proteinas

cinases diferentes, entre elas destacam-se as cinases dependentes de ciclina, que

séo inativas na forma de mondmeros e se tornam ativas na presenca de uma

proteina regulatoria, a ciclina, que tem uma concentracdo variavel durante o ciclo

celular (SARAIVA et al., 2011). As cinases dependentes de ciclina (CDC) possuem

um papel importante no ciclo celular de eucariontes pois estdo presentes no
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mecanismo de divisdo celular, transcricdo, diferenciagéo e apoptose. A CRK3, uma
proteina serina/treonina cinase dependente de ciclina da familia das CDC isolada
em Leishmania, € essencial para a transicao pela fase G2 (fase na qual a célula se
prepara para a mitose) a M (mitética), regulando o ciclo celular do parasito; sua
inibicdo leva a morte celular por apoptose. Inibidores da atividade da CRK3 se
mostram alvos potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos leishmanicida,
entre eles inibidores substrato especifico, inibidores ATP-competidores, inibidores de
ativacao e inibidores irreversiveis (PEREIRA et al., 2013; WYATT et al., 2011; NO et
al., 2003).

A CRK3 contém residuos e dominios que sdo encontrados também em outros
organismos como o dominio PSTAIRE, envolvido na ligagdo da ciclina; THR14 e
TYR15, os quais sdo necessarios com a ligacdo de ATP; e THR161, o residuo de T-
loop, fosforilado por uma cinase de ativacdo CDC (WALKER, 2011). Esta proteina
possui uma homologia a proteina CDC2 (cinase dependente de ciclina 2) visualizada
em mamiferos, sendo evidenciado em estudo que 58% da sequéncia de
aminoacidos € comum a sequéncia da proteina humana, além disto, uma
comparacao do sitio ativo de ligacdo de ciclina demonstrou uma similaridade quanto
a polaridade e carga nesta regidao (PEREIRA et al., 2013). O alinhamento entre das
estruturas tridimensionais das proteinas CDC2 humana e CRK3 esta demonstrado
na Figura 15. Foi demonstrado também que 78% de sua sequéncia é comum a

proteina CRK3 do Trypanossoma brucei e Trypanossoma cruzi (ALl et al., 2012).
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Figura 15 - Sobreposi¢éo das estruturas tridimensionais das proteinas CDC2
humana (azul) e CRK3 (cinza), obtida por modelagem por
homologia.

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al. (2013).

A analise estrutural da CRK3 da espécie L. donovani demonstrou que se trata
de uma proteina com uma composicao de 37% de residuos de aminoacidos
hidrofébicos, rico em residuos de leucina (12,5%). As regides de fosforilagdo em
residuos de treonina e tirosina, que regulam a atividade da enzima, sdo mantidas em
relagdo a enzima encontrada em humanos, demonstrando a similaridade do controle
desta enzima no ciclo celular (ALl et al., 2012) .

A identificacdo de inibidores ATP-competidor mostra-se um campo promissor
no estudo de novos farmacos, ja que o ATP é o cofator legitimo de uma CDC
(PEREIRA et al.,, 2013). Mudancgas pequenas em sequéncia de aminoacidos em
locais de ligacdo de ATP da CRK3 de Leishmania com relacdo a CDC2 humana,
evidenciadas em estudos, podem ser utilizados como alvos para a inibicdo seletiva
da CRK3. A principal divergéncia em cadeias laterais de aminoacidos da CRK3 com
a CDC2 humana é substituicdo de PHE82 e LEU83 com tirosina e valina na CRK3,
GLNS85 é substituido por alanina e HIS84 por glutamato (CLEGHORN et al., 2011).

2.5.2 Arginase
As enzimas que participam da via de sintese da poliamina (PA) em

Leishmania estdo envolvidas em processos como a proliferacdo e diferenciacao

celular e em mecanismos antioxidantes de espécies reativas de nitrogénio e de
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oxigénio produzidas pelo sistema de defesa do hospedeiro. Dentre estas enzimas, a
arginase é uma metaloenzima binuclear com funcdo molecular de hidrolase,
presente nos glicossomos, sendo a primeira enzima da via sintética de PA,
responsavel pela conversao da arginina em L-ornitina. Toda a arginina utilizada pelo
parasito é obtida de seu hospedeiro, levando a reducdo de sua concentracdo no
local da infeccdo, reduzindo a producdo de Oxido nitrico derivado da arginina por
macrofagos. A diminuicdo do nivel desta enzima esta correlacionada com um
aumento do nivel de oOxido nitrico, colaborando para a morte do parasito
(D’ANTONIO et al., 2013; REIS et al., 2013).

O mecanismo de inibicdo enzimética exercido pela interagdo entre a enzima
arginase e compostos acidos derivados de boro, como o ligante &cido 2(S)-amino-6-
boronohexandico (ABH), esta relacionado com o ataque nucleofilico realizado pela
enzima ao inibidor e formacgdo de um intermediario tetraédrico do &nion boronato, de
modo similar ao que ocorre com o0 substrato natural (D’ANTONIO et al., 2013).
Atomos de manganés e moléculas de agua sdo essenciais para a atividade
enzimatica maxima da arginase por formar uma ponte metalica entre esta enzima e
0 substrato (SILVA et al., 2008).

2.5.3 Tripanotiona sintetase

A via de sintese da tripanotiona utiliza as moléculas espermidina, produto da
via sintética da poliamina, e a glutationa para a sintese de seu produto, a
tripanotiona, que é responsavel pela modulacdo do estresse oxidativo do parasito. A
enzima tripanotiona sintetase (TS) se mostra um alvo promissor desta rota sintética
para o desenvolvimento de farmacos leishmanicidas devido a auséncia de estruturas
homologas presentes no humano, e por ser uma enzima essencial para a viabilidade
e para a infectividade do parasito (NAGLE et al., 2014).

A enzima tripanotiona sintetase € uma enzima bifuncional que catalisa 4
reacOes relacionadas com a biossintese e a hidrolise da tripanotiona, que além de
proteger o parasito contra o estresse oxidativo regula os niveis de poliaminas,
essenciais para a proliferacdo e diferenciacdo celular. A estrutura da enzima
tripanotiona sintetase € composta por dois sitios cataliticos, o dominio nitrogénio-
terminal (residuos situados na posi¢do entre 1-215 e 634-652) constitui-se de uma

amidase amidohidrolase/peptidase dependente de cisteina e histidina, uma cisteino
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protease da familia da papaina, que catalisa a hidrdlise da tripanotiona e da
glutationilespermidina; e o dominio sintetase carbono-terminal (residuos situados na
posicdo entre 216-633), responsavel pela biossintese de tripanotiona com a
hidrolise moléculas de ATP. O dominio amidase é composto por duas a-hélices e
uma folha B contendo a triade catalitica Cys-59, His-130 e Asp-146 (FYFE et al.,
2008).

Experimentos indicaram que auséncia da atividade da enzima TS no parasito
levaram ao aumento da suscetibilidade ao estresse oxidativo e perda da proliferacéo
e viabilidade celular (FYFE et al., 2008).

2.5.4 Cisteino protease

As enzimas da classe das cisteino proteases (CP) sao encontradas em
diferentes espécies de Leishmania spp. no estagio metaciclico e em amastigotas
intracelulares, sendo essencial na infectividade do parasito durante a sua interacao
com o hospedeiro, na invasdo de promastigotas a macrofagos, na evasdo do
sistema imune, em sua propagagdo por degradar componentes da matriz
extracelular do hospedeiro, na transformacdo das formas promastigotas a
amastigotas do parasito e sua nutricdo (AZIZI et al., 2009; JUDICE et al., 2013;
MOTTRAM et al., 1997).

Sua funcdo esta relacionada com metabolismo de proteinas levando a
hidrélise irreversivel de ligacdes peptidicas pelo ataque nucleofilico realizado pelo
residuo de cisteina, e posterior formacdo de um intermediario tetraédrico. Os
residuos cataliticos desta classe de enzimas sdo os aminoacidos cisteina, histidina e
asparagina situados entre dois subdominios, sendo um deles um feixe de hélices,
com o residuos de cisteina ao final de um deles, e o outro uma folha beta com os
residuos histidina e aspartato. A desprotonacdo do grupamento sulfidrila da cadeia
lateral da cisteina pelo anel imidazélico da histidina no sitio catalitico leva a hidrélise
de peptideos pelo ataque da cisteina desprotonada ao substrato (FIGURA 16). Um
residuo de glutamina também auxilia estabilizando o intermediario tetraédrico acil

que se forma durante a catalise no sitio ativo (GROVES et al., 1996).
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Figura 16 — Mecanismo de hidrélise de peptideos no sitio ativo de enzimas cisteino

proteases com a participacao da triade catalitica.
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Fonte: Adaptado de GOMES et al. (2013).

O sitio ativo das cisteino proteases € divido em subsitios de interacdo com o
substrato, denominados S1, S1’, S2, S2° e S3 (FIGURA 17). Os substratos
peptidicos hidrolisados por esta classe de enzima sdo altamente basicos, tal
afinidade é demonstrada pelos sitios S1, S1’, S2’ e S3; j4 0 sitio S2 demonstra maior
afinidade por substratos hidrofébicos, além de permitir a interacdo com grupamentos
carregados positivamente devido a presenca de uma aminoacido glutamato (Glu205)
flexivel. O sitio S2 € o principal subsitio responséavel pela especificidade da enzima
(GILLMOR; CRAIK; FLETTERICK, 1997; HILAIRE et al., 2000; TURK et al., 2012).
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Figura 17 - Sitio ativo de enzimas cisteino proteases.

Fonte: TURK et al. (2012).

As cisteino proteases do tipo B (CPB) sédo essenciais para a sobrevivéncia do
parasito nos fagolisossomos por inibir a cascata de produc¢éo do fator de transcricao
nuclear NF-kB e por quebrar moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe I, evitando a producdo da citocina IL-12 e
levando a producéao de IL-4, demonstrado em estudos com L. mexicana (AZIZI et al.,
2009). A cisteino protease do tipo B, rCPB2.8, similar a familia da catepsina L de L.
mexicana € abundante e estagio-regulada, sendo mais expressa em amastigotas,
podendo ocorrer também na superficie do parasito. Sua forma precursora inativa, o
zymogen, € expressa contendo uma pré-regido de 18 aminoacidos, que é removida
por uma peptidase apos a transferéncia para o reticulo endoplasméatico, uma pro-
regido de 106 amino&cidos (terminado nas sequéncia de aminoacidos AVPDAVDW),
importante para a estabilidade da enzima e seu folding correto; um dominio
contendo o sitio ativo com 219 aminoacidos e uma regido carbono-terminal com um
namero variavel de aminoéacidos, que se mostra ndo essencial para o funcionamento
desta enzima, mas esta envolvido com seu direcionamento até o local de sua acéo.
A ativagdo da enzima em uma forma madura é realizada apos clivagem da pro-
regido e parte de regido carbono-terminal, em um processo autocatalitico sob
condicbes acidas ou na presenca de glicosaminoglicanas (SANDERSON et al.,
2000).
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Os inibidores de cisteino proteases podem se ligar de modo reversivel ou
irreversivel no local do sitio ativo, de modo competitivo, ou em outro local da enzima,
de modo n&o-competitivo. A inibicdo reversivel da enzima € um processo de
equilibrio no qual ocorre a formacao e dissociacdo do complexo enzima e substrato,
levando a diminuicdo de sua atividade dependendo da concentracdo no meio dos
componentes envolvidos (enzima, substrato e inibidor) (DUGGLEBY, 1994;
SANDERSON, 2000). Inibicbes de modo irreversiveis por ligacdo covalente entre a
enzima e o composto levam a inibicdo permanente da enzima e pode configurar
riscos ja que o restabelecimento de sua atividade sO ocorre ap0s a reexpressao
desta, entre os risco estdo: a inibicdo irreversivel ndo especifica de proteinas do
hospedeiro (interacdes off-target), levando a toxicidade, e a possivel formacao de
proteinas modificadas que geram um processo alergénico (SIKLOS et al., 2015).

Epoxisuccinatos, vinilsulfonatos, diazometilcetonas, halometilcetona e
aciloximetil cetonas sdo exemplos de inibidores eletrofilicos que agem de forma
peptidiomimética e se ligam covalentemente a proteases. O primeiro composto
descoberto que demonstrou atividade por ligar-se irreversivelmente ao residuo Cys
do sitio ativo foi o composto E-64, ilustrado na Figura 18, um epoxisuccinato obtido
de Aspergillus japonicus. Cetonas ativadas, como o composto tetrafluoro-fenoximetil
cetona demonstrado na Figura 18, também sao exemplos de inibidoras potentes da
enzima cruzaina por um mecanismo provavel semelhante, que permite a ligacéo
covalente com o residuo Cys e deslocamento de um grupo de saida. a-cetoacidos,
a-cetoésteres e a-cetoamidas, exemplificado pelo composto A-705239, ilustrado na
Figura 18, sdo compostos eletrofilicos que formam um estado de transicédo
tetraédrico ao interagir com residuos nucledfilos da enzima (Cys, Ser ou Thr) similar
ao que ocorre na ligacdo covalente, porém a interacdo ocorre de forma reversivel
(SIKLOS et al., 2015).
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Figura 18 - Estrutura quimica dos compostos E-64, tetrafluoro-fenoximetil cetona e A-
705239.
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Fonte: Adaptado de SIKLOS et al. (2015).

Cisteino proteases de Trypanosoma cruzi ja foram cristalografadas e
encontram-se depositadas no banco de dados PDB; entre elas a enzima cruzaina
(cédigo ID: 1EWP e 1AIM), que contém 215 aminoacidos em sua sequéncia
primaria, possui 60% de identidade, em alinhamento global realizado pela plataforma
BLAST, com a enzima rCPB2.8 de Leishmania mexicana.

2.6 EUGENOL COMO SUBSTANCIA BIOATIVA

Os 6leos essenciais, produtos volateis presentes em alguns vegetais, tém
sido bastante estudados devido a sua riqueza quimica em fendis, aldeidos e alcoois.
Estudos com o eugenol, representado na Figura 19, (4-alil-2-metoxi-fenol),
componente majoritario do 6leo essencial do cravo-da-india, presente também no
manjericao, louro e outros vegetais, tém mostrado diversas atividades bioldgicas,
entre elas a acdo fungicida, bactericida, anti-inflamatorio, acdo antioxidante,
leishmanicida, entre outras (HUANG et al., 2015; MODJINOU et al., 2016; PEREIRA;
MENDES; LIMA, 2013).
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Figura 19 - Estrutura molecular do eugenol.
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Fonte: Adaptado de HUANG et al. (2015).

O ¢leo essencial do cravo-da-india demonstrou ter acdo leishmanicida contra
a Leishmania donovani por levar a lise da membrana mitocondrial, fragmentacdo do
DNA e por induzir a apoptose (ISLAMUDDIN; SAHAL; AFRIN, 2014). Em estudo de
Clso de promastigotas foi encontrado um valor de 80 pg/mL (UEDA-NAKAMURA et
al., 2006). O éster derivado do eugenol O-benzoil-eugenal, ilustrado na Figura 20,
demonstrou atividade leishmanicida em promastigotas de L. infantum chagasi com
ECso de 10,58 ug/mL £ 0,18 em estudos realizados por Selene Maia de Morais e
colaboradores (2014).

Figura 20 - Estrutura molecular do O-benzoil-eugenol.
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Fonte: Adaptado de MORAIS et al. (2014).
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo estudar uma série de novos eésteres

derivados de base de Manich (SBM2-SBM13) sintetizados a partir do eugenol, por

meio do uso de estratégia da Grande Area da Quimica Medicinal, como a

Modelagem Molecular, Sintese Organica Medicinal e Avaliacdo Farmacoldgica,

visando a obtencao de novos prototipos de farmacos leishmanicidas.

Os objetivos especificos do trabalho séo:

a)

b)

d)

f)

9)

Realizar o estudo de Modelagem Molecular por Homologia a fim de
obter a estrutura tridimensional da proteina rCPB2.8 de Leishmania
mexicana. Estudar, por meio de técnicas de Ancoramento Molecular
(Molecular Docking) visando avaliar os perfis de afinidade e parametros
fisico-quimicos da série de derivados do eugenol, com alvos biolégicos
selecionados as enzimas da Leishmania: rCPB2.8, CRK3, tripanotiona
sintetase e arginase.

Sintetizar, por meio de estratégias da Sintese Organica Medicinal, os
derivados da série de Bases de Mannich a partir do eugenol.

Identificar e caracterizar estruturalmente as substéncias sintetizadas,
utilizando os métodos espectroscopicos usuais (Espectroscopia no
UV/VIS e no Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e de Carbonol3 e Espectrometria de Massas).

Determinar o potencial leishmanicida por estudo da atividade
antipromastigota, in vitro, dos produtos obtidos.

Determinar o potencial inibitério sobre a enzima rCPB2.8, in vitro.
Determinar a citotoxicidade dos compostos sobre macréfagos de
camundongos.

Estabelecer uma relacdo entre estrutura quimica e atividade
leishmanicida apresentada in vitro e nos resultados dos estudos

computacionais das interacdes das moléculas sintetizadas.
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O padréao estrutural da série, demonstrando as modificacdes realizadas na

molécula do eugenol esta ilustrada na Figura 21:

Figura 21 - Série de ésteres de base de Mannich derivados do eugenol.
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Os ésteres de base de Mannich foram eleitos como possiveis candidatos a
protétipos de farmacos leishmanicidas apés o levantamento bibliografico do modo de
acdo e caracteristicas estruturais de alvos enzimatico essenciais para a
sobrevivéncia do parasito do género Leishmania no hospedeiro humano.

A interacdo entre as moléculas propostas neste trabalho e a enzima rCPB2.8
foi estudada devido a sua afinidade preferencial por substratos de carater basico,
caracteristica encontrada nos compostos da série pela presenca do grupamento
morfolina, e também pela possibilidade dos compostos apresentados neste trabalho
agirem como inibidores peptide-like, pela presenca de um grupamento carbonila de
éster com um carbono de baixa densidade eletrdnica, possibilitando sua interacéo
com residuo Cys25, de modo semelhante a ligacdo entre a enzima e seu substrato
natural (peptideos). A presenca de grupos funcionais semelhantes entre os
compostos da série e um inibidor peptide-like conhecido, ilustrado na Figura 22, da
cisteino protease cruzaina de T. cruzi, que possui 60% de identidade com a enzima

rCPB2.8, pode ser um indicativo de uma possivel interacédo desejada.
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Figura 22 — Inibidor covalente peptide-like da cisteino
protease cruzaina de T. cruzi.
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Outros trés alvos moleculares presentes em espécies de Leishmania também
foram selecionados para a realizacdo de estudos de modelagem molecular com a
finalidade de se estabelecer uma comparacdo de modo de interacdo entre a série e
enzimas essenciais para o parasito. A escolha dos alvos enzimaticos baseou-se em
alguns fatores, como a sua importancia para a viabilidade do parasito; a auséncia de
estruturas semelhantes em humanos, como € o0 caso da enzima tripanotiona
sintetase (TS) de Leishmania; a existéncia de uma estrutura cristalografica em
banco de dados bem resolvida com a presenca de uma substancia inibidora, como é
0 caso da enzima arginase; e a semelhanca de grupos funcionais de farmacos
conhecidos que interajam com esta classe de enzimas, como é o caso do gefitinib,
um inibidor ATP-competitivo de uma proteina tirosina cinase, que possui um
grupamento metoxido, um grupo morfolina e presenca de halogénios (cloro e fltor)
semelhantes as moléculas aqui propostas, buscando assim a inibicdo da enzima
cinase dependente de ciclina 3 presente em espécies de Leishmania (CRK3) (PAO
et al., 2014).

AlteracBes no anel aroméatico na posicao para ao grupamento carbonila do
éster da série foi proposta para se investigar o perfil de interacdo entre os
compostos e a enzima, além de obter uma relagdo com a atividade leishmanicida
apresentada por estes. Entre as variagbes propostas estdo: alteracbes de
hidrossolubilidade; a adicdo de grupamentos volumosos; adicdo de grupamentos
doares de elétrons ao anel aromatico e retiradores de elétrons; grupamentos
receptores de interacbes de hidrogénio e doadores de interacdo de hidrogénio e

adicdo de grupamento de carater basico.
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5 MATERIAIS E METODOS

As etapas de sintese e caracterizacdo dos ésteres derivados da base de
Mannich do eugenol propostos e as etapas para a realizagdo do estudo de

modelagem molecular s&o descritas a seguir.
5.1 METODOS DE SINTESE

A etapa sintética foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em Quimica
Farmacéutica (LQFar) da UNIFAL-MG e os derivados propostos foram obtidos
utilizando técnicas classicas de quimica organica ou por adaptacdes destas.

A evolucdo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando placas de silica gel em suporte de aluminio com detector
de fluorescéncia (Macherey-Nagel, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil G/UVs4). As
purificacbes por cromatografia em coluna (CC) foram realizadas com silica gel 60,
70-230 mesh (Sorbline). As purificagdes por placa preparativa foram realizadas com
silica gel 60 com detector a UV 254 nm (Macherey-nagel).

As determinages das faixas de fusédo foram obtidas em aparelho Buicher 535
(0-300°C), calibrado com vanilina P.A. Merck® (F.F.: 80 — 81 °C, LAYEK et al.,
2011).

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foram
realizadas no Laboratério de Analise Quimica de Farmacos da UNIFAL-MG em
espectrometro Thermo Fisher Scientific Nicolet-iS50 e processados com o software
OMNIC 9.2.41 com valores de bandas descritos em nimero de onda (cm™).

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG, em espectrometro
Bruker AC-300 (*H: 300 MHz; *C: 75 MHz). Foi utilizado cloroférmio deuterado
(CDCl3) como solvente de amostra em tubos de 5 mm e tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno. Foi utilizado o software MestreNova® verséo 6.0.2-5475 (Mestrelab
Research L.S®) para o processamento dos espectros e obtencdo dos valores de
deslocamento quimico (5, ppm).

As analises de espectrometria de massas foram realizadas no Laboratorio de

Espectrometria de Massas do Instituto de Ciéncias Biol6gicas e Naturais da
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Universidade Federal do Triangulo Mineiro no equipamento espectrometro de
massas Shimadzu Biotech Axima Performance MALDI-TOF.

Os esquemas reacionais e 0s mecanismos de reacdo propostos foram
desenhados utilizando o programa ACD/CHEMSKETCH versdao C30E41
(ADVANCED CHEMISTRY DEVELOPMENT, 2016).

5.1.1 Sintese de ésteres de base de Mannich

A série de moléculas proposta como protétipos a candidatos a farmaco,
ésteres derivados do produto natural eugenol, foi planejada baseando-se em uma
série anteriormente obtida em nosso grupo de pesquisa de Quimica Medicinal no
Laboratério de Pesquisa em Quimica Farmacéutica - Unifal-MG (LQFar). Alteracbes
no anel aromético ligado ao grupamento éster foram feitas a fim de poder se
estabelecer uma relacdo entre a estrutura e a atividade farmacoldgica obtida. O

esquema de rota sintética esta demonstrado na Figura 23.

Figura 23 - Esquema da rota sintética seguido para obtencao dos derivados de base de
Mannich do eugenol.

R
OH OH
o o
SCHy ’/\N SCHy i
— —
o\) 0 o
{ e O—CHs

N

2 CH,

CH,
R: H, CH,, C(CH,),,
O-TIPS, OCH;, CF,, F,
Br, NO,

Fonte: Da autora.
Nota: i) morfolina, formaldeido, tolueno, 95°C. ii) DMAP, CH,CI,, cloreto de &cido p-
dissubstituido (Método 1) ou acido benzéico p-dissubstituido + DCC (Método 2), t.a.

5.1.1.1 Sintese do composto 4-alil-2-metoxi-6(morfolin-4ilmetil)fenol (2)
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A sintese do composto 2, exemplificada na Figura 24, foi realizada conforme
método descrito por Abrdo e colaboradores (2015).

Figura 24 - Esquema sintético seguido para obtencado da base de Mannich do eugenaol.
OH OH

95°C o

H H
@] N
\CH3 + + \ o0 = K\N \CH3
/ tolueno OJ
o H

CH; CH,

1 2
Fonte: Da autora.

O procedimento de sintese foi realizado em um baldo de fundo redondo com
um volume total de 250 mL contendo 50 mL de tolueno, onde foram adicionados 5
mL de eugenol (1, 32,17 mmol), 5,62 mL de morfolina (63,62 mmol) e 4,85 mL de
formaldeido (82,74 mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética
vigorosa e refluxo a 95°C, por cerca de 24 horas. A reacdo foi acompanhada por
CCD, utilizando como eluente hexano e acetato de etila (3,5:6,5, v/v). Apdés o
consumo total do material de partida e formacéo de um produto majoritario com Rf
diferente deste, a mistura reacional foi extraida com HCI 1 mol.L™ (5 x 30 mL). O pH
da fase aquosa foi elevado até aproximadamente 6 pela adicdo de solu¢do aquosa
saturada de bicarbonato de sodio e foi extraida novamente com CH,ClI, (5 x 30 mL).
A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e foi filtrada em papel de filtro. Em
seguida, o filtrado foi concentrado em evaporador rotatério e o produto foi purificado
por CC (acetato de etila/hexano, 3,5:6,5, v/v).

Foi obtido um sélido branco como produto (2) com 50% de rendimento (16,4
mmol) que apresentou faixa de fuséo entre 48-49°C.

Dados de caracterizacdo do derivado morfolinico do eugenol:
IV (ATR, Bmax, cm™): 3297 (O-H); 3013 (C-H sp?); 2962 e 2817 (C-H sp?); 1659 (C=C

alifatico); 1589, 1493, 1457 (C=C aromatico); 1397 (CHy); 1234 e 1072 (éter alquil-
arilico); 1111 (C-N alifatico); 989 e 906 (RCH=CHs).
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5.1.1.2 Sintese do composto acido 4-[(triisopropilsilil)oxilbenzoico.

Com o objetivo de sintese do éster p-hidroxibenzoato de base de Mannich do
eugenol, inicialmente foi realizada a protecdo da hidroxila fendlica do &cido p-
hidroxibenzdico, demonstrado na Figura 25, conforme método descrito na patente de
namero W0O2005077124A2 por Molteni e colaboradores (2005).

Figura 25 - Esquema sintético seguido para tentativa de adicdo de um
grupamento protetor a hidroxila fenolica do acido 4-hidroxibenzéico.

OH CHj CHy
imidazol  HO HaC CH,
+ TIPSCI —— o’ CHj
0W o/ HaC
07 oH 3h

Fonte: Da autora.

Foi adicionado a um baldo de fundo redondo e gargalo longo de 100 mL
0,466 g de imidazol (6,84 mmol), 0,315 g de acido 4-hidroxibenzdico (2,28 mmol) e
0,732 mL cloreto de triisopropilsilano (TIPSCI, 3,42 mmol). O baldo foi mantido
dentro de um béquer e a reacdo foi conduzida em microondas com uma poténcia de
90 W por 7 minutos, de modo pausado a cada 25 segundos.

A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente hexano e
acetato de etila (8:2, v/v). Apés completar a reacao, o produto obtido foi solubilizado
em acetato de etila, descartando-se o 06leo de coloracdo marrom contendo o
imidazol. Uma filtracdo em coluna contendo silica foi realizada com a solucédo de
acetato de etila, onde o produto se encontrava solubilizado, para a retirada de
substancias polares. Em seguida, o solvente foi retirado em evaporador rotatério e

obteve-se um Oleo transparente.
5.1.1.3 Sintese dos derivados cloretos de acido
A sintese dos cloretos de acido p-dissubstituidos, exemplificada na Figura 26,

foi realizada conforme método, com adaptacgdes, descrito por Zhang e colaboradores
(2010).
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Figura 26 - Esquema sintético seguido para obtencao dos
cloretos de acido a partir de acido carboxilico.

o} OH

X o} cl

Cl 85-90°C
+ cl—s
A
0
R R
3a-h 4a-h

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo o acido benzodico para-
dissubstituido foi adicionado cloreto de tionila. Deixou-se a mistura reacional sob
agitacdo magnética vigorosa e sob refluxo a uma temperatura de 85 a 90°C, por
cerca de 2 horas. A reacao foi acompanhada por CCD, solubilizando-se o cloreto de
acido em metanol para a identificacdo de seu éster, utilizando como eluente hexano
e acetato de etila (7:3, v/v). Ap6s 2 horas de reacdo, o produto foi concentrado em

evaporador rotatério. O cloreto de acido (4) obtido foi solubilizado em CH,CI, anidro

e utilizado imediatamente apds a rotaevaporacédo do cloreto de tionila.

Tabela 1 - Reagentes utilizados para a reacdo de formacado do cloreto de acido.

Material de partida

Cloreto de tionila

Aspecto fisico do

produto

3a (acido p-toluilbenzéico; 1,5mL Liauido marrom claro
0,310 g; 2,27 mmol) (20,68 mmol) 9

3b (Acido p-metoxibenzoico; 1,5 mL Liquido marrom claro
(0,347 g; 2,27 mmol) (20,68 mmol) 9

3c (Acido p-trifluorometilbenzéico; 1,5 mL Liquido marrom claro
0,433 g; 2,27 mmol) (20,68 mmol) 9

3d (Acido p-nitrobenzoico; 1,5 mL Liquido marrom claro
0,381 g; 2,27 mmol) (20,68 mmol) 9

3e (Acido p-bromobenzéico; 1,5 mL Liquido marrom claro
0,344 g; 1,71 mmol) (20,68 mmol) 9

3f (Acido p-fluorobenzoico; 1,0 mL Liquido marrom claro
0,160 g; 1,14 mmol) (13,78 mmol) 9

39 (Acido p-terc-butilbenzéico; 1,0 mL Liquido marrom claro
0,135 g; 0,76mmol) (13,78 mmol) 9

3h (Acido p-(Triisopropilsiloxi)benzéico; 1,0 mL o
0,195 g; 0,66mmol) (13,78 mmol)  -iquido marrom claro

Fonte: Da autora.



57

5.1.1.4 Sintese de ésteres de base de Mannich do eugenol

A sintese dos ésteres de base de Mannich do eugenol foi realizada por dois
meétodos distintos. O primeiro método foi realizado de acordo com os procedimentos
descritos por Abrédo e colaboradores (2015) e Zhang e colaboradores (2010),

exemplificada na Figura 27, com adaptagoes.

Figura 27 - Esquema sintético seguido para obtencao dos ésteres de base de Mannich do
eugenol utilizando cloreto &cido.

METODO 1
R
oM o. ol R: CH,, C(CH,),,
OCH, O-TIPS, CF,,
O\ t.a.
(\N CH3 + C|, F, BF, N02
o\) CH,Cl,, DMAP ©
{ o O—CHj
N
| R
CH; 4a-h
2
CH,
SBM3 -
SBM13

Fonte: Da autora.

Método 1:

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo base de Mannich de
eugenol (2) e 20 mL de CH.CI, anidro foi adicionado 4-dimetilaminopiridina (DMAP),
sob agitacdo magnética vigorosa e banho de gelo. Ap6s 10 minutos de reacédo, o
produto concentrado obtido da sintese do cloreto de acido (4, método descrito em
5.1.1.3) foi solubilizado em CH,Cl, anidro e adicionado a mistura reacional gota a
gota, sob agitacdo magnética vigorosa e banho de gelo. Posteriormente, a reagao foi
mantida sob agitacdo magnética vigorosa e a temperatura ambiente por cerca de 24
horas.

A reagcao foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente hexano e
acetato de etila (8:2, v/v). Ap0Os o término, a mistura reacional foi extraida com NaOH
0,5 mol.L™ (5 x 30 mL) e gelo triturado. A fase organica foi extraida novamente com

agua destilada até o pH da fase aquosa atingir o valor aproximado de 7. A fase
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organica foi seca com Na,SO4 anidro e foi filtrada em papel de filtro. Em seguida, o
filtrado foi concentrado em evaporador rotatorio e o produto foi purificado por CC

(acetato de etila/hexano, 2:8, v/v).

Tabela 2 - Quantidades dos reagentes utilizados para a reac¢do de formacéo dos ésteres de
base de Mannich.

Proporcéo
“SZ:ESZ' (g)e Cloreto de &4cido hﬁgﬁre]igﬁ/ DMAP
cloreto &cido
0’121 9 (()?)38 49 é[,sétfr:ﬁ;gl‘;t”]; 1:2 0,093 g (0,76 mmol)
Ql%gé%38 4f ([R: FJ; 1,14 mmol) 1:3 0,139 g (1,14 mmol)
Oiig£%57 fﬁgﬁ;ﬁﬂi 1:3 0,209 g (1,71 mmol)
0,2r0n r?n C()(I3),76 ([R;4§L|j,bc’)éCH’: C::Fg, 1:3 0,278 g (2,28 mmol)
NO3]; 2,28 mmol)
0'17r;1r20(|§)’66 4h0%%: rg;ls)s]; 1:1 0,081 g (0,66 mmol)

Fonte: Da autora.

O segundo método foi realizado para a obtencdo de maior massa e para a
avaliacdo do rendimento de reacdo para trés compostos, o0 éster p-
trifluorometilbenzoato, o éster p-hidroxibenzoato e o éster p-nitrobenzoato. O
procedimento foi realizado conforme descrito por Westphal e colaboradores (2016)
(FIGURA 28).
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Figura 28 - Esquema sintético seguido para obtencao dos ésteres de base de Mannich do
eugenol utilizando DCC, conforme método descrito por Westphal e
colaboradores (2016).

METQODO 2

H R: CF,, NO,, O-TIPS

o
(\N \CH3 + ta.
 —
\) CH,CL,, DMAP, 0
Dce { o 0—CH,

N

O

| R
CH, 3c, 3d
2 e 3h
\
CH,
SBM3, SBM7
e SBM9

Fonte: Da autora.

Método 2:

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL contendo base de Mannich de
eugenol e 10 mL de CH,Cl, anidro foi adicionado DMAP e acido benzdico para-
dissubstituido, sob agitacdo magnética vigorosa e em ambiente inerte contendo
argbénio. Apos 10 minutos do inicio da reacao, foi adicionado a mistura reacional
N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) solubilizado em CH,CI, anidro. Posteriormente,
a reacdo foi mantida sob agitacdo magnética vigorosa em ambiente inerte contendo
argbnio, a temperatura ambiente por cerca de 24 horas.

A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente hexano e
acetato de etila (7:3, v/v). ApGs o término, a mistura reacional foi concentrada em
evaporador rotatorio para a retirada do solvente e foi adicionado um volume minimo
de dioxano gelado. Com o objetivo de se retirar a 1,3-diciclohexil uréia (DCU), um
subproduto da reacdo com DCC, foi feita uma filtracdo em papel de filtro, j& que este
composto € insolivel em dioxano gelado. Em seguida, o filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério. O produto foi purificado por CC para a retirada do DCU
residual (acetato de etila/hexano, 2:8, v/v, contendo 20% de cloroférmio).
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Tabela 3 - Quantidades dos reagentes utilizados para a reacao de formacgéo dos ésteres de
base de Mannich utilizando DCC.

Proporcgéao
Material de f , o base de
partida (2) Acido p-dissubstituido Mannich/ DMAP DCC
acido
0,20 g 3c ([R: CF3].0,144 g; 0,76 1:1 0,01g 0,172 g
(0,76 mmol) mmol) (83,6 umol) (0,84 mmol)
0,20 ¢ 3d ([R: NOyJ; 0,127 g; 0,76 1:1 0,01g 0,172 ¢
(0,76 mmol) mmol) (83,6 umol) (0,84 mmol)
0,20 ¢ 3h ([R: OTIPS]; 0,224 g; 1:1 0,01¢g 0,172 ¢
(0,76 mmol) 0,76 mmol) (83,6 umol) (0,84 mmol)

Fonte: Da autora.

5.1.1.4.1 Dados de caracterizacdo do éster benzoato de base de Mannich (SBM2)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil benzoato
Solido amarelo claro

F.M.: CooHsNO,  M.M.: 367,44 g.mol™

F.F.: 84-85 °C Rf (hex./acet., 8:2): 0,370

SBM2

IV (ATR, Tmax, cm™): 2972, 2924, 2868 e 2807 (C-H sp?); 1733 (C=0 éster); 1599 e
1496 (C=C aromatico); 1201 (C-O éster); 1267 e 1060 (C-O éter alquil-arilico); 1113
(C-N alifatico); 1026 e 908 (RCH=CH,).

RMN de 'H (&; CDClz; 300 MHz): 8,23-8,20 (dd, 2H, H3 e H5); 7,63-7,60 (m, 1H,
H1); 7,53-7,48 (m, 2H, H2 e H6); 6,83-6,78 (m, 2H, H12 e H10); 6,03-5,91 (m, 1H,
H21, J ho1h20= 6,69 Hz, J porrizocis= 10,11 Hz, J porrizowans= 16,91 Hz); 5,15-5,09 (m,
2H, H22); 3,80 (s, 3H, H14); 3,47-3,39 (m, 8H, H17, H18, H20, H15, J y20-121= 6,69
Hz): 2,35 (m, 4H, H16 e H19).

RMN de *3C (& CDCls; 75 MHz): 40,14 (C20); 53,28 (C19 e C16); 55,99 (C14);
58,32 (C15); 66,54 (C17 e C18), 111,96 (C12); 116,20 (C22); 122,74 (C10); 128,50
(C2 e C6); 129,84 (C4 ou C8); 130,18 (C3 e C5); 133,28 (C1); 137,08 (C21); 137,47
(C9); 138,35 (C11); 151,71 (C13); 164,40 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M - H): 366,17 ; encontrado: 366,32.
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5.1.1.4.2 Dados de caracterizacdo do éster p-nitrobenzoato de base de Mannich
(SBM3)
4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
O,N nitrobenzoato
Solido amarelo claro
Massa obtida pelo método 1: 0,092 g
(0,223 mmol, 29%)
Massa obtida pelo método 2: 0,157 g
(0,381 mmol, 50%)
F.M.: C22H2aN2Os  M.M.: 412,44 g.mol™*
F.F.: 112-118°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,217

SBM3

IV (ATR, dmax, cm™): 3077 (C-H sp?); 2971, 2917, 2856 e 2807 (C-H sp®); 1742 (C=0
éster); 1598, 1493 e 1454 (C=C aromatico); 1524 e 1347 (NO,); 1454 (CH)); 1196
(C-O éster); 1263 e 1071 (C-O éter alquil-arilico); 1111 (C-N alifatico); 1009 e 898
(RCH=CHy,).

RMN de 'H (&; CDCls; 300 MHz): 8,41-8,33 (m, 4H, H2, H3, H5 e H6); 6,80 (s, 1H,
H10); 6,79 (s, 1H, H12); 6,04-5,91 (m, 1H, H21, J y21-120= 6,72 HZz, J p21-122¢is= 10,26
Hz, J ho1-n2owans= 16,76 Hz); 5,15-5,10 (m, 2H, H22): 3,81 (s, 3H, H14); 3,41-3,39 (m,
8H, H17, H18, H20, H15, J y20-121= 6,69 HZz); 2,28 (m, 4H, H16 e H19).

RMN de *3C (& CDCls; 75 MHz): 40,11 (C20); 53,37 (C19 e C16); 55,99 (C14);
58,93 (C15); 66,86 (C17 e C18), 112,00 (C12); 116,36 (C22); 122,88 (C10); 123,67
(C2 e C6); 130,60 (C8); 131,20 (C3 e C5); 135,47 (C9); 136,91 (C4); 137,01 (C21);
138,85 (C11); 150,69 (C1); 151,52 (C13); 162,62 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)": 413,44 ; encontrado: 413,49.
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5.1.1.4.3 Dados de caracterizacdo do éster p-toluil de base de Mannich (SBM4)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
metilbenzoato

Solido amarelo claro

Massa obtida pelo método 1: 0,270 g
(0,708 mmol, 93%)

F.M.: Co3H2;NO, M.M.: 381,47 g.mol™

F.F.. 70-73°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,267

SBM4

IV (ATR, Dmax, cm™): 3001 (CH sp?); 2852 e 2802 (CH sp?); 1738 (C=0 éster); 1610
(C=C alifatico); 1595, 1490, 1463 (C=C aromatico); 1463 (CH,); 1350 (CHy3); 1261 e
1062 (C-O éter alquil-arilico); 1197 (C-O éster); 1113 (C-N alifatico); 1010 e 910
(RCH=CH,).

RMN de 'H (&; CDCls; 300 MHz): 8,12-8,09 (m, 2H, H3 e H5); 7,31-7,29 (m, 2H, H2
e H6); 6,80 (s, 1H, H10); 6,77 (s, 1H, H12); 6,05-5,91 (m, 1H, H21, J 1p1-120= 6,72 Hz,
J H21-m22cis= 10,11 Hz, J po1-mootrans= 16,91 Hz); 5,15-5,10 (m, 2H, H22); 3,80 (s, 3H,
H14); 3,47-3,38 (m, 8H, H17, H18, H20, H15, J p20-121= 6,69 Hz); 2,45 (s, 3H, H23);
2,32 (m, 4H, H16 e H19).

RMN de *3C (& CDCls; 75 MHz): 21,74 (C23); 40,15 (C20); 53,37 (C19 e C16);
55,99 (C14); 58,37 (C15); 66,71 (C17 e C18), 111,82 (C12); 116,13 (C22); 122,49
(C10); 127,11 (C4); 129,20 (C2 e C6); 130,23 (C3 e C5); 130,87 (C8); 137,16 (C21);
137,49 (C9); 138,17 (C11); 143,98 (C1); 151,74 (C13); 164,47 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)*: 382,20 ; encontrado: 382,48.
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5.1.1.4.4 Dados de caracterizacdo do éster p-metoxibenzoato de base de Mannich
(SBMb)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
metoxibenzoato

Solido branco

Massa obtida pelo método 1: 0,272 g
(0,685 mmol, 90%)

F.M.: C23H2;NOs  M.M.: 397,46 g.mol™*

F.F.: 86-89°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,167

SBMS

IV (ATR, Dmax, cm™): 3000 (CH sp?); 2957 e 2837 (CH alifatico); 1723 (C=0 éster);
1601, 1508 e 1489 (C=C aromatico); 1462 (CH,); 1253 e 1068 (C-O éter alquil-
arilico); 1160 (C-O éster) ; 1115 (C-N alifatico); 1007 e 915 (RCH=CHy,).

RMN de 'H (&; CDCls; 300 MHz): 8,19-8,15 (m, 2H, H3 e H5); 6,99-6,96 (m, 2H, H2
e H6); 6,80 (s, 1H, H10); 6,76 (s, 1H, H12); 6,05-5,91 (m, 1H, H21, J hp1-120= 6,69 Hz,
J Hor-hzocis= 10,11 Hz, J worhzzwans= 13,91 Hz): 5,15-5,08 (m, 2H, H22): 3,89 (s, 3H,
H23); 3,80 (s, 3H, H14); 3,47-3,38 (m, 8H, H17, H18, H20, H15, J n20-H21= 6,69 Hz);
2,32 (m, 4H, H16 e H19).

RMN de *3C (& CDCls; 75 MHz): 40,15 (C20); 53,40 (C19 e C16); 55,49 (C23);
55,99 (C14); 58,38 (C15); 66,75 (C17 e C18), 111,78 (C12); 113,74 (C2 e C6);
116,11 (C22); 122,25 (C4); 122,45 (C10); 130,99 (C8); 132,26 (C3 e C5); 137,18
(C21); 137,50 (C9); 138,11 (C11); 151,79 (C13); 163,63 (C7); 164,14 (C1).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)*: 398,20; encontrado: 398,57.
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5.1.1.4.5 Dados de caracterizacdo do éster p-(Triisopropilsiloxi)benzoato de base de

Mannich

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
(Triisopropilsiloxi)benzoato

Oleo marrom

Massa obtida pelo método 1: 0,046 g
(85,34 umol, 11%)*

Massa obtida pelo método 2: 0,278 g

« 22 (0,52 mmol, 68%)**

SENS ™ EM.: Ca1HasNOsSI M.M.: 539 g.mol™

RMN de 'H (&; CDCls; 300 MHz): 8,04-7,96 (m, 2H, H3 e H5); 7,07-6,79 (m, 4H, H2,
H6, H12 e H10); 5,95-5,86 (m, 1H, H21); 5,15-5,06 (M, 2H, H22): 3,90 (s, 3H, H14);
3,51-3,32 (m, 4H, H17, H18); 1,31-1,23 (m, 10H, H15, H16, H19 e H20): 1,13 (m,
19H, H24, H25, H27, H28, H30 e H31); 1,03 (m, 3H, H23, H26 e H29)

RMN de C (&; CDCls; 75 MHz): 12,67 (C23, C26 e C29); 17,84 (C24, C25, C27,
C28, C30 e C31); 39,58 (C20); 56,18 (C14); 60,96 (C19 e C16); 63,74 (C15); 67,46
(C17 e C18), 111,97 (C4); 113,58 (C12); 116,38 (C22); 119,74 (C2 e C6); 120,18
(C10); 122,07 (C8); 132,23 (C3 e C5); 132,54 (C21); 132,72 (C9); 136,93 (C11);
144,08 (C13); 161,11 (C7); 170,59 (C1).

* A desprotecao nao foi realizada posteriormente no produto obtido pelo método 1
devido ao baixo rendimento reacional.

** \Verificou-se a presenca de um cheiro caracteristico similar ao do reagente TIPSCI
no produto obtido ap6s CC (método 2), que pode indicar a presenca de impureza

proveniente deste reagente.
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5.1.1.4.6 Dados de caracterizacdo do éster p-bromobenzoato de base de Mannich
(SBM8)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
bromobenzoato

Solido amarelo claro alaranjado

Massa obtida pelo método 1: 0,194 g
(0,435 (0,435 mmol, 76%)

F.M.: C22H24NO4Br M.M.: 446,33 g.mol'l

F.F.: 85-111°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,300

SBM8

IV (ATR, dmax, cm™): 3072 (CH sp?); 2953, 2853 e 2803 (CH alifatico); 1737 (C=0O
éster); 1589 e 1492 (C=C aromatico); 1452 (CH,); 1396 (CH3); 1262 e 1072 (C-O
éter alquil-arilico); 1144 (C-O éster) ; 1113 (C-N alifatico); 1009 e 909 (RCH=CHy);
747 (C-Br).

RMN de 'H (&; CDCls; 300 MHz): 8,09-8,06 (m, 2H, H3 e H5); 7,67-7,64 (m, 2H, H2
e H6); 6,78 (s, 2H, H10 e H12); 6,04-5,92 (m, 1H, H21, J y21-120= 6,72 HZ, J H21-H22cis=
10,14 Hz, J no1-nzowans= 16,88 Hz); 5,15-5,09 (m, 2H, H22); 3,80 (s, 3H, H14); 3,40-
3,38 (m, 8H, H17, H18, H20, H15, J y20-1421= 6,72 HZ); 2,29 (m, 4H, H16 e H19).

RMN de *3C (& CDCls; 75 MHz): 40,14 (C20); 53,40 (C19 e C16); 55,99 (C14);
58,70 (C15); 66,71 (C17 e C18), 111,87 (C12); 116,23 (C22); 122,55 (C10); 128,38
(C1); 128,89 (C4); 130,86 (C8); 131,66 (C2 e C6); 131,86 (C3 e C5); 137,06 (C21);
137,24 (C9); 138,45 (C11); 151,65 (C13); 163,90 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para [M+H]": 446,10 ; encontrado: 446,33.
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5.1.1.4.7 Dados de caracterizacdo do éster p-trifluorometilbenzoato de base de
Mannich (SBM9)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
(trifluorometil)benzoato

Solido branco

Massa obtida pelo método 1: 0,272 g
(0,625 mmol, 82%)

Massa obtida pelo método 2: 0,231 g
(0,531 mmol, 70%)

F.M.: C23H24NO4F3; M.M.: 435,44 g.mol™

F.F.: 82-87°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,367

IV (ATR, Dmax, cm™): 3078 (CH sp?); 2969 e 2855 (CH alifatico); 1743 (C=0 éster);
1598 e 1491 (C=C aromatico); 1456 (CH,); 1351 (CH3); 1263 e 1063 (C-O éter alquil-
arilico); 1166 (C-O éster); 1115 (C-N alifatico); 1015 e 911 (RCH=CHy,).

RMN de 'H (&; CDCl3; 300 MHz): 8,35-8,32 (d, 2H, H3 e H5, J = 8,07 Hz); 7,79-7,76
(d, 2H, H2 e H6, J = 8,16 Hz); 6,79 (s, 2H, H12 e H10); 6,05-5,91 (m, 1H, H21, J ;-
H20= 6,72 Hz, J yo1-n22cis= 10,17 Hz, J p21-H22trans= 16,85 Hz); 5,16-5,10 (m, 2H, H22);
3,81 (s, 3H, H14); 3,41-3,39 (m, 8H, H17, H18, H20, H15); 2,29 (m, 4H, H16 e H19).
RMN de *C (&; CDCls; 75 MHz): 40,13 (C20); 53,40 (C19 e C16); 55,97 (C14);
58,78 (C15); 66,66 (C17 e C18), 111,91 (C12); 116,26 (C22); 121,83 (C4); 122,59
(C10); 125,56 (C2 e C6); 127,02; 130,77, 134,91 e 138,62 (C23, J = 290,07 Hz) ;
130,52 (C3 e Cb5); 133,26 (C8); 134,48 (C9); 137,00 (C21); 137,15 (C11); 151,59
(C13); 163,25 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)": 436,17 ; encontrado: 436,43.
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5.1.1.4.8 Dados de caracterizacdo do éster p-tercbutilbenzoato de base de Mannich
(SBM10)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
tercbutilbenzoato

Solido branco

Massa obtida pelo método 1: 0,085 g
(0,201 mmol, 53%)

F.M.: C26H33sNO, M.M.: 423,55 g.mol™

F.F.: 79-85°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,333

SBM10

IV (ATR, ®max, cm™): 2959, 2865 e 2804 (CH alifatico); 1736 (C=0O éster); 1608 e
1489 (C=C aromatico); 1454 (CH); 1351 (CHg); 1265 e 1065 (C-O éter alquil-arilico);
1183 (C-O éster); 1110 (C-N alifatico); 1012 e 910 (RCH=CH,).

RMN de *H (&; CDCls; 300 MHz): 8,15-8,13 (d, 2H, H3 e H5, J = 7,14 Hz); 7,53-7,50
(m, 2H, H2 e H6, J = 7,02 Hz); 6,82 (s, 1H, H10); 6,76 (s, 1H, H12); 6,02-5,94 (m, 1H,
H21); 5,15-5,08 (m, 2H, H22); 3,79 (s, 3H, H14); 3,47-3,39 (m, 8H, H17, H18, H20,
H15); 2,33 (m, 4H, H16 e H19); 1,37 (s, 9H, H24, H25 e H26).

RMN de *3C (&; CDCls; 75 MHz): 31,15 (C24, C25 e C26); 35,18 (C23); 40,16 (C20);
53,41 (C19 e C16); 55,98 (C14); 58,21 (C15); 66,71 (C17 e C18), 111,77 (C12);
116,11 (C22); 122,42 (C10); 125,47 (C2 e C6); 127,02 (C4); 130,09 (C3 e C5);
130,93 (C8); 137,18 (C21); 137,47 (C9); 138,17 (C11); 151,71 (C13); 157,01 (C1);
164,41 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)": 424,25; encontrado: 424,55.
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5.1.1.4.9 Dados de caracterizacdo do éster p-fluorobenzoato de base de Mannich
(SBM11)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
fluorobenzoato

Solido branco amarelado

Massa obtida pelo método 1: 0,117 g
(0,304 mmol, 80%)

F.M.: C22H2sNO,F M.M.: 385,43 g.mol™

F.F.: 95-98°C Rf (hex./acet., 8:2): 0,233

SBM11

IV (ATR, ®max, cm™): 2955, 2921, 2850 e 2812 (CH alifatico); 1738 (C=0 éster);
1596 e 1505 (C=C aromatico); 1263 e 1068 (C-O éter alquil-arilico); 1197 (C-O éster)
; 1110 (C-N alifatico); 1010 (RCH=CHy,).

RMN de 'H (&; CDCls; 300 MHz): 8,26-8,21 (m, 2H, H3 e H5); 7,26-7,15 (m, 2H, H2
e H6); 6,79 (s, 1H, H10); 6,78 (s, 1H, H12); 6,05-5,92 (m, 1H, H21, J y21-120= 6,75 Hz,
J H21-m22cis= 10,11 Hz, J po1-poowrans= 16,88 Hz); 5,16-5,09 (m, 2H, H22); 3,80 (s, 3H,
H14); 3,44-3,38 (m, 8H, H17, H18, H20, H15, J pao-+2:= 6,72 Hz): 2,30 (m, 4H, H16 e
H19).

RMN de *C (&; CDCls; 75 MHz): 40,1 (C20); 53,4 (C19 e C16); 56,0 (C14); 58,6
(C15); 66,7 (C17 e C18), 111,9 (C12); 115,5 e 115,8 (C2, C6, J = 22,5 Hz); 116,2
(C22); 122,5 (C10); 126,2 (C4); 130,86 (C8); 132,7 (C3, C5); 137,1 (C21); 137,3
(C9); 138,6 (C11); 151,7 (C13); 163,5 e 167,6 (C1, J = 307,5 Hz); 164,3 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)*: 386,18; encontrado: 386,44.

5.1.1.5 Sintese do composto éster p-hidroxibenzoato de base de Mannich do
eugenol (SBM7).

A sintese do composto SBM7 foi realizada pela reacdo de desprotecdo do
grupamento OTIPS, exemplificada na Figura 29, segundo o procedimento relatado
por Crouch (2013), utilizando como material de partida o éster p-
(Triisopropilsiloxi)benzoato de base de Mannich, produto da reagdo de esterificagao
descrita no método 2, topico 5.1.1.4.
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Figura 29 - Esquema sintético de desprote¢do da hidroxila fendlica
do éster p-(Triisopropilsiloxi)benzoato de base de
Mannich.
TIPSO HO

O o) o) O
> 0o O—CH; TBAF, THF > O O—CHj
—

N N
0°C

\
\CH2 CH,

SBM7
Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL contendo 19 mL de THF e 0,278 g
de éster p-(triisopropilsiloxi)benzoato de base de Mannich (0,52 mmol), mantidos sob
agitacdo e banho de gelo, foi adicionado 0,773 mL de fluoreto de tetrabutilamdnio
(TBAF) a 1M (0,77 mmol). A reacao foi mantida por 30 minutos em banho de gelo e
sob agitacao e posteriormente foi adicionado solucdo saturada NH4Cl atingindo um
pH neutro. A mistura reacional foi extraida em meio liquido/liqguido em um funil de
separacdao com acetato de etila (4 x 20 mL). A fase organica foi seca com Na,SO4
anidro e foi filtrada em papel de filtro. Em seguida, o filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério. O produto foi purificado por placa preparativa (acetato de
etila/hexano, 2:8, v/v).
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5.1.1.5.1 Dados de caracterizacdo do éster p-hidroxibenzoato de base de Mannich
(SBM7)

4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
hidroxibenzoato

Oleo transparente

Massa obtida: 0,020 g (52,16 pmol, 10%)*

F.M.: C2H2sNOs  M.M.: 383,44 g.mol™

* Nao foram realizadas analises de RMN, IV e teste

SBM7 biolégico devido ao baixo rendimento.

5.1.1.6 Sintese do composto éster p-aminobenzoato de base de Mannich do eugenol
(SBM13).

A reacdo de reducdo de grupamento nitro a amina para sintese do éster p-
aminobenzoato de base de Mannich do eugenol foi realizada conforme os métodos
descritos por Gamble e colaboradores (2007) e Bellamy e Ou (1984), com
adaptacao (FIGURA 30).

Figura 30 - Esquema sintético seguido para obtencao do ésteres p-
aminobenzoato de base de Mannich do eugenol por
mecanismo de reducao do grupamento nitro.

OzN H,N
o o SnCl,.2H,0 o o
E—
{ ) O O—CH, etanol, ultrassom { > 0O O—CH,
N t.a. N
CH, CH,
SBM3 SBM13

Fonte: Da autora.
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Em um baldo de fundo redondo de 25 mL contendo 0,223 g do composto
SBM3 (0,54 mmol) foi adicionado 5 mL de etanol absoluto e 1,22 g de SnCl,.2H,0
(5,41 mmol). A reacéo foi conduzida em banho de ultrassom sob agitacéo periddica,
a temperatura ambiente e em ambiente inerte contendo argdnio, por 16 minutos.

A reacao foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente hexano e
acetato de etila (6:4, v/v). ApGs completar a reacdo, o meio foi neutralizado até
aproximadamente pH 7 com solucédo saturada de bicarbonato de sédio e gelo picado
e foi realizado uma extracéo liquido/liquido em um funil de separacdo com acetato
de etila (4 x 20 mL). A fase orgéanica foi seca com Na,SO4 anidro e foi filtrada em
papel de filtro. Em seguida, o filtrado foi concentrado em evaporador rotatério. O

produto foi purificado por CC (acetato de etila/lhexano, 3:7, v/v).

5.1.1.6.1 Dados de caracterizacdo do éster p-aminobenzoato de base de Mannich
(SBM13)

H,N 4-alil-2-metoxi -6(morfolin-4ilmetil)fenil 4-
aminobenzoato

Oleo amarelo

Massa obtida: 0,102 g (0,27 mmol, 49%)

F.M.: CooH2aN2Os  M.M.: 382,45 g.mol™

Rf (hex./acet., 6:4): 0,273

SBM13

IV (max, OMax, cm™): 3465 e 3362 (N-H amina priméria); 3227 (harménica de ~1610
cm™); 2958 e 2806 (CH alifatico); 1712 (C=0 éster); 1625 (N-H amina primaria);
1598, 1517 e 1489 (C=C aromatico); 1454 (CH,); 1351 (CHj3); 1264 e 1065 (C-O éter
alquil-arilico); 1167 (C-O éster); 1111 (C-N alifatico); 1008 e 908 (RCH=CHy,).

RMN de 'H (& CDCls; 300 MHz): 8,02-7,99 (m, 2H, H3 e H5); 6,81 (s, 1H, H10);
6,75 (s, 1H, H12); 6,69-6,67 (m, 2H, H2 e H6); 6,04-5,92 (m, 1H, H21, J y21-120= 6,72
Hz, J n21-r22cis= 10,11 Hz, J p21-n22trans= 16,94 Hz); 5,14-5,08 (m, 2H, H22); 4,14 (sl,
2H, NHy); 3,79 (s, 3H, H14); 3,51(m, 6H, H15, H17 e H18); 3,39-3,37 (d, 2H, H20, J =
6,69 Hz); 2,35 (m, 4H, H16 e H19).



72

RMN de *C (&; CDCls; 75 MHz): 40,16 (C20); 53,37 (C19 e C16); 56,0 (C14); 58,1
(C15); 66,75 (C17 e C18), 111,75 (C12); 113,84 (C2 e C6); 116,08 (C22); 119,07
(C4); 122,41 (C10); 130,93 (C8); 132,32 (C3 e C5); 137,23 (C21); 137,62 (C9);
137,96 (C11); 151,24 (C13); 151,83 (C1); 164,44 (C7).

EM MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + H)*: 383,20; encontrado: 383,49.

5.2 ETAPA DE AVALIACAO FARMACOLOGICA - AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIPARASITARIA IN VITRO.

A avaliagdo da atividade antiparasitaria in vitro foi realizada pelos estudo da
atividade antipromastigota e o estudo da atividade inibitoria sobre a enzima rCPB2.8

de Leishmania mexicana, que estdo detalhados a seguir.

5.2.1 Avaliacéo da atividade antipromastigota

O estudo da atividade antipromastigota dos ésteres de base de Mannich foi
realizado com o objetivo de avaliar o potencial de atividade leishmanicida desta série
de moléculas e comparar os resultados de atividade biolégica com 0s ensaios in
silico.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular da UNIFAL-
MG pelo professor Dr. Marcos José Marques (UNIFAL-MG). Para as leituras dos
resultados foi utilizado espectrofotometro (Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550).
Para a realizacdo do ensaio in vitro as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
foram cultivadas em meio Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino
em estufa a 25°C. Os compostos a serem testados foram dissolvidos em DMSO (10
mg.mL™) e em seguida foram distribuidos em placa de cultura celular de 96 pogos
em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose) (faixa de concentragcéo: 100 pg/mL a
0,78 pg/mL — diluicdo seriada de 1:2) em duplicata; em seguida foram adicionadas
as formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (1x10%poco), utilizando o
farmaco padrao anfotericina B como controle positivo, na faixa de concentracédo de
10 pg.mL™ a 0,125 pg.mL™. Apds 72 horas de incubagéio a 25°C em estufa BOD, as
placas foram centrifugadas a 3000 rpm, 4°C por 10 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foram efetuadas trés lavagens com 200 uyL de PBS para

garantir a retirada dos compostos dos poc¢os, procedendo com o teste de viabilidade



73

celular. Para isto, foi adicionado 20 pL/po¢o de uma solugéo estéril contendo MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (5,0 mg.mL™) nos pocos
contendo as formas promastigotas, sendo incubadas por 4h a 25°C. ApOs este
periodo foi adicionado 100 pyL de solugdo de DMSO para solubilizar membranas
biolégicas. Apds 10 minutos de incubagéo, as placas foram lidas no comprimento de
onda de 550 nm. Entdo, foi montado uma tabela a partir dos graficos contendo
curvas do tipo dose-resposta com o uso do programa GraphPad Prism 5.0, e a ICsp

foi estimada.

5.2.2 Avaliacdo da atividade inibitéria sobre a enzima rCPB2.8

O estudo da atividade inibitéria sobre a enzima rCPB2.8 de Leishmania
mexicana dos ésteres de base de Mannich foi realizado no Laboratorio de
Enzimologia e Bioquimica de Macromoléculas da Univeridade de Mogi das Cruzes
pelo professor Dr. Wagner Alves de Souza Judice (UMC). Para as leituras dos
resultados foi utilizado o espectrofluorimetro Hitachi F2700.

Foi utilizado nos ensaios tampao acetato de sodio 100mM pH 5,5 contendo 5
mM de EDTA, 100 mM NacCl, 20% de glicerol, 0,01% tritom-x100.

O procedimento foi realizado em cubeta de cristal de quartzo onde adicionou-
se 1 mL de tampéo acetato de sédio 100 mM, 3 mM DTT e enzima, deixado para
pré-ativacdo por 10 minutos. Posteriormente adicionou-se o substrato fluorogénico
Z-FR-MCA (7,4 pM). A leitura da atividade enzimética foi acompanhada pela
hidrélise do substrato nos comprimentos de onda de excitacdo de 360 nm e de
emissao de 480 nm em espectrofluorimetro estando a solucdo reacional em agitacao
constante e temperatura estabilizada em 37°C por banho termostatizado. Os valores
da atividade enzimética foram obtidos em UAF/min (unidades arbitrarias de
fluorescéncia por minuto) calculadas por regressao linear.

Os ensaios foram repetidos na presenca de duas concentragbes diferentes
(10 uM e 100 uM) de cada composto de forma individual obtendo-se os valores de
atividade em UAF/min para cada uma das concentracdes. Foi assumido como 100%
de atividade os valores obtidos na auséncia do composto e os valores de atividade

na presenca dos compostos foram calculados proporcionalmente ao controle.



74

Os resultados obtidos foram plotados em um gréfico de barras (% de
atividade em funcdo do composto) utilizando o programa Grafit 5.0.13 (Erithacus
Ltda).

5.2.3 Avaliagéo da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular
da UNIFAL-MG pelo professor Dr. Marcos José Marques (UNIFAL-MG).

Para avaliagdo da citotoxicidade e da viabilidade de células, foram utilizados
macréfagos coletados da cavidade peritoneal de camundongos Swiss por meio da
lavagem peritoneal com PBS estéril. Os compostos a serem testados foram diluidos
em DMSO e foram adicionados em diluicdo serial em placas de cultura de 96 pocos
contendo meio RPMI-1640 suplementados com 10% SFB (em duplicata) na faixa de
concentracdo de 100 pg.mL™ a 0,781 pg.mL™. Em seguida foram adicionados os
macréfagos na proporcéo de 5x10°/poco. As placas foram incubadas por 48 horas a
37°C em estufa a 5% de CO, e foi determinada a viabilidade celular por meio de
ensaio colorimétrico de MTT, como descrito anteriormente. Como controle positivo
do ensaio foi utilizado o farmaco anfotericina B. A determinacdo da concentracdo
citotoxica a 50% dos macrofagos (CCsp) foi calculada pela densidade Optica obtida
(PEREIRA, 2010).

Foi determinado também os valores de fator de seguranca (FS) pela razao
entre a concentragdo citotoxica para 50% dos macréfagos (CCsp) € a concentracdo

capaz de inibir 50% do crescimento de promastigotas (Clso-PRO).

5.3 ESTUDOS COMPUTACIONAIS POR MODELAGEM MOLECULAR

Os estudos computacionais da série de derivados do eugenol foram
realizados no Laboratorio de Modelagem Molecular e Simulacdo Computacional —
MolMod-CS, instalado na Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG. Foram
utilizados computadores com o processador AMD PhenomTM X3 8650, 4.00 Gb de
memoria RAM e placa de video nVidia GeForceTM 9500 GT, 512MB RAM e sistema
operacional openSUSE Tumbleweed. O software de modelagem molecular utilizado
é o pacote Schrédinger com a interface grafica Maestro 10.2.010 (SCHRODINGER,

2015a). Para a construcdo do ligante foi utilizado a programa LigPrep



75

(SCHRODINGER, 2015c). Para a realizacdo do ancoramento das moléculas na
biomacromolécula foi utilizado o programa Induced Fit Docking (IFD), que realiza a
predicdo da estrutura da proteina e o refinamento das moléculas da série pelo
programa Prime, e realiza o ancoramento e fornece o escore das moléculas pelo

programa Glide, relacionando a interacéo ligante-receptor (SCHRODINGER, 2015b).

5.3.1 Desenho e preparo dos ligantes e avaliagdo do perfil de

biodisponibilidade

As propriedades fisico-quimicas da série de moléculas proposta foram
avaliadas utilizando-se o programa QuikProp — Schrodinger para determinar seus
perfis de lipofilicidade, biodisponibilidade, avaliacdo do potencial de serem
absorvidas pelo organismo humano e violagdes da regra de Lipinski, partindo-se dos
seguintes critérios: peso molecular inferior a 500; lipofilicidade das substancias,
expressa como log P (coeficiente de particdo agua/octanol), inferior a 5; nimero de
grupos na molécula que podem doar atomos de hidrogénio para interacbes de
hidrogénio inferior a 5 e nUmero de grupos que podem aceitar &tomos de hidrogénio
para formar interacdes de hidrogénio inferior a 10 (LIPINSKI, 2004).

Os derivados foram construidos utilizando a interface gréfica da plataforma
Maestro (Schrodinger) e foram preparadas no programa LigPrep, presente na
plataforma Schrédinger, para a otimizacdo da geometria destas moléculas, utilizando
o campo de forca OPLS_3 e estado de ionizacéo para pH igual a 7,0 = 2,0 (usando
Epik).

5.3.2 Preparo das proteinas

A estrutura tridimensional da proteina CRK3 da Leishmania sp. utilizada para
realizar o ancoramento molecular foi prevista pela técnica de modelagem molecular
por homologia pelo nosso grupo de pesquisa da UNIFAL-MG, devido a auséncia de
uma estrutura cristalografica desta proteina em banco de dados, utilizando como
modelo a estrutura cristalina que se encontra no banco de dados do Protein Data
Bank (PDB) com o cédigo PDB 2R3l (PEREIRA et al., 2013). A estrutura
tridimensional da proteina rCPB2.8 de Leishmania mexicana utilizada para realizar o

ancoramento foi prevista pela técnica de modelagem molecular por homologia com
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multiplos modelos (multiplos templates). As estruturas cristalograficas das proteinas
arginase (codigo PDB: 41U0), tripanotiona sintetase (codigo PDB: 2VPS) e CDC2
humana (cédigo PDB: 2R3I) foram obtidas no PDB.

Estas estruturas proteicas a serem utilizadas no estudo de ancoramento
foram submetidas a preparacdo pelo programa Protein Preparation Wizard com
adicdo de hidrogénios, atribuicdo de cargas parciais utilizando o campo de forca
OPLS-3 e atribuicdo dos estados de protonacdo a pH 7 dos residuos, estimados
utilizando calculos de pKa do médulo PROPKA (SCHRODINGER, 2015d). Todos as
aguas e heteroatomos foram removidos. Em seguida, a minimizagcdo foi realizada

utilizando o campo de forca OPLS-3 no médulo Macromodel em Schrodinger.

5.3.2.1 Modelagem Molecular por Homologia, validacdo e dinamica molecular da
enzima rCPB2.8

As etapas para a realizacdo do estudo de modelagem molecular por

homologia da enzima rCPB2.8 sdo descritas a seqguir.

5.3.2.1.1 Modelagem Molecular por Homologia da enzima rCPB2.8

A sequéncia primaria de aminoacidos da proteina rCPB2.8 de Leishmania
mexicana foi obtida no banco de dados UniProt com codigo P36400, possuindo 443
aminoacidos. Utilizou-se para a construcdo do modelo tridimensional a regido de
sequéncia de aminoacidos entre os residuos 122 a 337, por corresponder a
sequéncia de aminoacidos que compde a forma ativa e mais estavel da enzima em
seu local de acao, removendo-se as regides C-terminais e N-terminais que nao séo
essenciais em sua atividade (MOTTRAM et al., 1997).

A construcdo de um modelo tridimensional por homologia estrutural para a
proteina rCPB2.8 iniciou-se com a busca de proteinas homdlogas com um grau de
identidade sequencial, obtido pelo alinhamento local de estruturas conhecidas
tridimensionalmente, com o algoritmo BLAST (ALTSCHUL et al. 1990). Foram
selecionados 2 estruturas cristalograficas (Cédigo PDB: 3IUT e 2P7U) presente no
banco de dados PDB, que possuiam boa resolucéo e distribuicdo dos residuos no
grafico de Ramachandran. O alinhamento global de multiplas sequéncias entre a

sequéncia alvo e os modelos, ilustrado na Figura 31, foi realizado pelo programa
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Clustal Omega para demonstrar o grau de similaridade entre as sequéncias
(SIEVERS et al., 2011).

Figura 31 - Alinhamento global de multiplas sequéncias entre a sequéncia alvo e
0s modelos de codigo PDB 3IUT e 2P7U realizados pelo programa
Clustal Omega.

CysteineProtease2.8 VPDAVDWREKGAVTPVIDQGACGSCWAF SAVGNT EGQWYLAGHELVSLSEQQLVSCDDMN
3IUT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE APAAVDWRARGAVTAVIDQGQCGSCWAF SATGNVECQWF LAGHPLTNLAEQMLVSCDETD
2P7U:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE APAAVDWREKGAVTPVIDQGQCGSCWAFSTIGNIEGQWQWVAGNPLVSLSEQMLYSCDTID
CysteineProtease2.8 DGCDGGLMLQAF DWLLQNTNGHLHTEDSYPYVSGNGYVPECSNSSELVVGAQIDGHVLIG
3IUT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE SGCSGGLMNNAF EWIVQENNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSG-HTVGATITGHVELP
2P7U:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE FGCGGGLMDNAF NWIVNSNGGNVFTEASYPYVSGNGEQPQCQMNG -HEIGAAITDHVDLP
CysteineProtease2.8 SSEKAMAAWLAKNGPIAIALDASSFMSYKSGYLTACIGKQLNHGYLLVGYDMTGEVPYWV
3IUT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE QDEAQTAAWLAYVNGPY VDASSHMTYTGGYMTSCYSEQLDHGVLLVGYNDGAAVPYWI
2P7U:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE QDEDATAAYLAENGPLAL

CysteineProtease2.8 TKNSWGGDWGEQGYVRVVMGVMACLLSEYPVSAHVRES - - - -
3IUT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE TKNSWTTQWGEEGYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVVGHHHHHH

Fonte: SIEVERS et al. (2011).

2P7U:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE TKNSWSNMWGEDGYIRIEKGTHQCLMNQAVSSAVVG -~ - - - -

Para a construcdo do modelo tridimensional por modelagem comparativa foi
utilizado o software MODELLER verséo 9.16, um programa de modelagem estrutural
comparativa por satisfacdo de restricbes espaciais que realiza alinhamento global,
com a construcdo de 100 modelos (SALI; BLUNDELL, 1993). A selecdo do melhor
modelo foi realizada por analise no programa PROCHECK pela estrutura com
melhor qualidade estereoquimica, que possuia maior quantidade de residuos de
aminoécidos em regides favoraveis e permitidas e menor numero de aminoacidos
em regides desfavoraveis no grafico de Ramachandran (LASKOWSKI et al., 1996).
O modelo foi validado e otimizado para a obtencédo de uma estrutura adequada para

futuros estudos de ancoramento molecular.
5.3.2.1.2 Validacéo e otimizacdo do modelo rCPB2.8

A qualidade estereoquimica dos modelos, tais como a determinagdo dos
angulos torcionais da cadeia principal (® e W), foi avaliada com aplicagdo do
software PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1996). O software Verify3D foi utilizado
para determinar o ambiente quimico de cada residuo do modelo e atribuir escores
com referéncia a uma analise envolvendo estruturas de proteinas conhecidas

presentes no banco de dados PDB, avaliando assim a compatibilidade do modelo
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atbmico tridimensional (BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991). No Prosa-web, as
pontuacdes de qualidade de uma proteina sdo exibidas comparando-se todas as
estruturas proteicas conhecidas com o modelo analisado, e partes problematicas
encontradas em uma estrutura sdo destacadas em graficos (WIEDERSTEIN; SIPPL,
2007). Para se verificar a concordancia entre a complementaridade da sequéncia
alvo e da sequéncia do modelo e a conservagdo da estrutura terciaria dessas
proteinas homologas foi realizado o calculo da raiz do desvio quadratico médio das
posicdes atdbmicas (RMSD) entre o modelo de cédigo PDB 3IUT e a proteina obtida
por modelagem molecular por homologia.

Foi realizado a otimizagdo com a preparacdo e minimizagdo da estrutura
tridimensional utilizando o campo de forca OPLS3, com aplicacdo do software

MacroModel, da plataforma Schrddinger.

5.3.2.1.3 Dinamica molecular como método de relaxacdo da proteina obtida por

modelagem por homologia

A simulacdo de dinamica molecular (DM) foi realizada com o objetivo de se
obter uma estrutura tridimensional proteica de maior estabilidade e em estado
relaxado. Para tanto, simulou-se o comportamento dindmico microscopico dos
atomos que compde um sistema no qual a enzima se encontra em solucdo aquosa
de forca ibnica similar ao meio fisiolégico, com temperatura e pressdo controlada
(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). O programa utilizado para realizar as analises foi o
GROMACS 4.6.1 com o campo de forca AMBER99SB (HESS et al., 2008; HORNAK
et al., 2006; VAN DER SPOEL et al., 2005).

A simulacdo por DM da enzima rCPB2.8, obtida por modelagem por
homologia, iniciou-se com a predicdo de seu estado de protonacdo em pH 7
utiizando o servidor online H++ (ANANDAKRISHNAN; AGUILAR; ONUFRIEV,
2012). A partir dos arquivos de saida em formato cdr e top do servidor online H++ foi
gerado o arquivo pdb compativel com o programa GROMACS por meio do programa
AmberTools (CASE, 2017). A enzima foi centralizada dentro de uma caixa periddica
cubica e solvatada com 20.892 moléculas de agua do tipo TIP3P (potencial
intermolecular transferivel com 3 pontos), com condi¢gBes periddicas de contorno. A
seguir, a carga total do meio foi neutralizada com ions sédio e cloro em forca idnica

de 0,15 molar.
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Foi realizado entdo a minimizagdo de energia total do sistema, com etapas
sucessivas usando o algoritmo “steepest descent position restrained” e critério de
convergéncia de 1000 kJ.mol'. Posteriormente, a simulagdo constituiu-se da
termalizacdo e equilibracdo, buscando-se atingir um equilibrio térmico em funcéo da
velocidade dos atomos e a distribuicdo do solvente de forma a minimizar a energia
do sistema, com restricdo de posicéo para todos 0s componentes do sistema, exceto
para as moléculas de agua (JIN et al., 2013). Na primeira equilibracdo do sistema
manteve-se constantes o niumero de particulas, o volume e a temperatura (conjunto
candnico ou ensemble NVT). Na segunda equilibracdo, o sistema foi considerado
isotérmico-isobarico (nUmero de particulas, temperatura e pressdo constantes ou
ensemble NPT). Para o controle da temperatura durante a simulacéo foi utilizado o
termostato v-rescale e para o controle da pressao, utilizou-se o barostato Parrinello-
Rahman (BUSSI, DONADIO, PARRINELLO, 2007; PARRINELLO, RAHMAN, 1981).
As restricbes de ligacdes e angulos isolados foram realizadas utilizando o algoritmo
LINCS (Linear Constraint Solver) (HESS et al., 1997). As interacfes eletrostaticas a
longa distancia foram tratadas utilizando o algoritmo PME (Particle-Mesh Ewald),
conforme Darden, York e Pedersen (1993) e o raio de corte aplicado para as
interacdes de van der Waals e de Coulomb foi de 1,2 nm. Apés a termalizacdo do
sistema, realizou-se simulagéo de DM durante 10 ns, sem a restricdo da posi¢cao dos
atomos da enzima, usando tempo de integracdo de 2 fs. A partir da trajetoria da
simulacdo por dinAmica molecular, realizou-se a andlise de variacdo de RMSD de
cada estrutura e formacédo de populacdes (cluster) com estruturas aproximadas e
baixa variacdo de RMSD entre elas (valor de corte de 0,1 A) ao longo da simulag&o
por DM, realizada pelo médulo g_cluster. A extracdo de estruturas médias das
trajetérias foi realizada pelo médulo trjconv, disponiveis no programa GROMACS
4.6.1. Foi selecionado a estrutura tridimensional média do cluster com maior

populacao para ser utilizada em estudo de ancoramento molecular.
5.3.3 Parametros utilizados no ancoramento molecular

A simulagcdo do ancoramento molecular foi realizado utilizando o protocolo
Induced Fit Docking (IFD) que busca predizer o modo de ligacdo e as mudancas
estruturais no receptor pela estratégia que utiliza o modo receptor e ligante flexivel.

A éarea da caixa de acoplamento foi definida para incluir todos os residuos de
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aminoacidos que se encontram no sitio ativo escolhido, com dimensdes de 20 x 20 x
20 A. O campo de forca utilizado foi 0 OPLS_3. Os complexos ligante-proteina finais
foram visualizados usando a plataforma Maestro Versao 10.2.010 e figuras foram
geradas utilizando esta interface grafica e o software Pymol (SCHRODINGER,
2015f).

O farmaco Pentamidina foi utilizado como padrdo nos estudos in silico com a
finalidade de se comparar a afinidade de ligacdo existente entre este farmaco com

atividade leishmanicida conhecida e a proteina utilizada no estudo.

5.3.4 Validacéao dos protocolos de ancoramento molecular

A validagcao dos protocolos de ancoramento molecular foi realizada por meio
do estudo de reancoramento tentando reproduzir o modo de ligacdo original
presente na estrutura cristalografica escolhida, utilizando a proteina alvo ja
preparada e o composto inibidor que se encontra cocristalizado junto a proteina, que
também foi preparado e minimizado. Apdés o ancoramento utilizando o programa
Induced Fit Docking (IFD), foi calculado a raiz do desvio quadratico médio das
posicdes atbmicas (RMSD), pelo programa Align Binding Site (Schrodinger), para se
verificar a similaridade entre o modo de ligacdo experimental obtida por cristalografia

e a solucao de menor energia de GlideScore no reancoramento molecular.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelas etapas de sintese, caracterizacdo dos derivados
ésteres de base de Mannich do eugenol propostos e estudos de modelagem

molecular séo descritos a seguir.

6.1 ETAPA SINTETICA

A obtencao da série de ésteres derivados do eugenol proposta iniciou-se com
a reacao conhecida como reacédo de Mannich para a formac¢do do composto 2, uma
base de Mannich, conforme descrito por Abrdo e colaboradores (2015). O
mecanismo proposto para esta reacdo fundamenta-se em uma Substituicdo
Eletrofilica Aromatica (SEAr), com a formacéo inicial do intermediario iminio, uma
espécie altamente eletrofilica, que se originou da interacdo entre a morfolina e a
dimetilformamida, e que sofre o ataque da ligacdo ™ do anel aromatico do eugenol
(1), formando o ion arénio que é estabilizado por ressonéancia, deslocalizando a
carga. O préton do ion arénio € removido por uma base do meio reacional,
restaurando a aromaticidade do anel. A substituicAo ocorre na posicdo orto a
hidroxila fendlica em consequéncia de seu efeito ativador, aumentando a densidade
eletrbnica nesta regido devido a ressonancia dos seus pares de elétrons livres pelo
anel aromético. O efeito ativador da hidroxila é maior do que aquele realizado pelo
grupamento metoxila, devido a possibilidade de formacgéo do ion fendxido, que néo
exerce acao retiradora de elétrons sobre o anel aromético, e por isso o rendimento é
maior para o produto orto substituido (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012;
SMITH; MARCH, 2007, p. 668). A Figura 32 ilustra 0 mecanismo proposto para esta

reacdo de substituicdo do anel aromatico presente no eugenol.



Figura 32 - Mecanismo proposto para a reacao de formacao da base de Mannich do
eugenol (2).
Esquema reacional:
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Fonte: Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN (2012).

A andlise realizada por espectroscopia de absorcdo na regido
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do

infravermelho do composto 2, representado na Figura 33, revelou uma banda larga
caracteristica de hidroxila em 3297 cm™, e uma banda forte em 1234 cm™,
caracteristica do estiramento C-O-C de éter que corresponde ao grupo metoxila e ao
anel morfolina, além de bandas caracteristicas de vibragdes de nucleos arométicos
(1589, 1493 e 1457 cm™) e deformacdo angular fora do plano de alcenos
monossubstituidos (989 e 906 cm™). A presenca da banda em 1111 cm?,

caracteristica de estiramento de ligacdo C-N, confirma a formacdo da base de
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Mannich a partir do eugenol, assim como a comparacdo da faixa de fusdo com

aguele descrito na literatura (48-49°C).

Figura 33 - Espectro de absorcéo (cm™) na regido do IV da substancia 2.
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Fonte: Da autora.

Os cloretos acidos foram sintetizados para posteriormente serem utilizados na
sintese dos ésteres derivados da base de Mannich do eugenol. O método utilizado
foi realizado conforme descrito por Zhang e colaboradores (2010), porém foram
feitas adaptacbes no volume de cloreto de tionila utilizado, aumentado sua
proporcdo, devido a auséncia de um solvente no meio reacional que tornasse
possivel o contato de todo o reagente com o material de partida. Somente com a
adicdo de uma quantidade em excesso de cloreto de tionila (proporcédo aproximada
de 1 mol do derivado acido carboxilico e 10 mol de cloreto de tionila) foi possivel a
formacao do cloreto de acido a partir de um derivado acido carboxilico. Nao obteve-
se sucesso na reacdo de formacao de cloreto de &cido utilizando cloreto de tionila,
diclorometano anidro como solvente e N,N-dimetiformamida (DMF) como
catalisador, como descrito por Khalikov e colaboradores (2006).

O mecanismo de reagcdo proposto para a formacdo do derivado cloreto de
acido, demonstrado na Figura 34, se baseia na substituicdo nucleofilica no atomo de

enxofre do cloreto de tionila, com ataque pelo par de elétrons livres do oxigénio do
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acido benzoico para-dissubstituido, formando um bom grupo abandonador ligado ao
carbono carbonilico. O ion cloreto liberado anteriormente ataca o carbono
carbonilico em uma reacéo de substituicdo nucleofilica de carbono carbonilico, com
liberacdo do bom grupo abandonador, formando di6xido de enxofre e ion cloreto.
Nao foi possivel realizar andlises de identificacdo em IV ou RMN para a confirmagéo
da formagdo do produto devido a sua instabilidade e 0 mesmo é utilizado em

seguida para reacéo subsequente.

Figura 34 - Mecanismo proposto para a reagéo de formacao dos cloretos &cidos (4a-h) a
partir de acido carboxilico para-dissubstituido.

Esquema reacional:

- . Cl gs5-90°C

Acido caboxilico + Cloreto de &cido

p-dissubstituido Cl—= p-dissubstituido
3a-h o 4a-h

Mecanismo de reacgao:

o_ _cl 0.y _0o_ _cl O._ _Cl
S8 WS 4\ﬁ/4 o Y Q

3a-h 4a-h
Fonte: Adaptado de BRUCKNER (2002).

A sintese dos ésteres de base de Mannich descrita no método 1, foi realizada
conforme o procedimento, com adaptacdes, descrito por Abrdo e colaboradores
(2015) e Zhang e colaboradores (2010) partindo-se do composto 2 e dos cloretos de
acido sintetizados. O rendimento de cada reacdo foi varidvel dependendo da
reatividade de cada cloreto acido utilizado como reagente, da pureza e da propor¢cao
de reagentes utilizada na reacéo, sendo que a proporcao 1:2 (composto 2: cloreto
acido) teve menor rendimento.

O mecanismo de reacao proposto para a formacéo dos ésteres de base de
Mannich, demonstrado na Figura 35, também se baseia na substituicdo nucleofilica
em carbonila. Inicialmente, ocorre o ataque a carbonila pelo catalisador utilizado na
reacdo, a 4-dimetilaminopiridina, com liberagéo de ion cloreto (CI') e formacdo de um

bom grupo abandonador ligado ao carbono carbonilico. Posteriormente, o0 composto
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2 ataca a carbonila, com liberacdo do grupo abandonador e restabelecimento da 4-

dimetilaminopiridina.

Figura 35 - Mecanismo proposto de esterificagao utilizando cloreto acido para a reagéo de
formacdo dos compostos SBM2 a SBM13.

Esquema reacional:
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Fonte: Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN (2012).

A sintese dos ésteres de base de Mannich descrita pelo método 2, foi
realizada para a obtencdo de maior massa dos produtos e com a finalidade de se
comparar o rendimento obtido por dois procedimentos distintos, porém néo foi
possivel concluir qual método apresentou melhor rendimento apenas com 0s
experimentos realizados. A metodologia empregada foi realizada conforme descrito

por Westphal e colaboradores (2016) utilizando-se uma reacdo com condi¢cbes
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brandas conhecida como esterificacdo de Steglich. Na primeira etapa, o ataque
exercido pelo acido carboxilico ionizado ao carbono de baixa densidade eletrbnica
situado entre dois nitrogénios na estrutura do N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC),
um reagente de acoplamento, leva a formacdo do intermediario reativo O-acil-
isouréia. Posteriormente, o DMAP, o catalisador da reacdo e nucledfilo forte, reage
com o intermediario O-acil-isouréia formando uma amida bastante reativa, a qual
sofre um ataque nucleofilico pela hidroxila fendlica, formando o éster de interesse
(FIGURA 36) (GILLES et al., 2015; NEISES; STEGLISH, 1978). A dificuldade na
purificacdo da reacédo utilizando DCC é relatada na literatura pela presenca do N,N-

diciclohexiluréia (DCU), um subproduto da reacao (YAN et al., 2009).
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Figura 36 — Mecanismo de esterificacdo de Steglish utilizando DCC e DMAP proposto
para a reagcdo de formacgéo dos compostos SBM3, SBM7 e SBM9.

Esquema reacional: OH
0]
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Fonte: Adaptado de YAN et al. (2012).

A sintese do composto éster p-aminobenzoato de base de Mannich (SBM13)
foi realizada por meio de uma reducé&o do grupamento nitro do éster p-nitrobenzoato
de base de Mannich (SBM3). A principio, a reagao foi conduzida sob refluxo a 70°C

utilizando-se SnCl,.2H,O em meio a etanol absoluto por 30 minutos, conforme
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relatado por Bellamy (1984), porém todo o produto sofreu hidrélise pela presenca de
aquecimento e formacdo de agua no meio reacional. A utilizacdo de banho de
ultrassom em um tempo reduzido, sem aquecimento e em ambiente inerte, utilizando
0S mesmos reagentes, como descrito por GAMBLE e colaboradores (2007), permitiu
a formacédo do produto desejado com um rendimento de 49%. O mecanismo de
reacao proposto para a redugcao do grupamento nitro, exemplificado na Figura 37,
envolve a transferéncia de elétrons realizada pelo estanho, com formacgédo do

composto nitroso e da hidroxilamina como intermediarios.

Figura 37 - Mecanismo proposto para a rea¢édo de formagédo do composto SBM13
(éster p-aminobenzoato de base de Mannich).

Esquema reacional:
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Fonte: Adaptado de SMITH; MARCH (2007).

A caracterizacao inicial dos ésteres de base de Mannich sintetizados foi
realizada por meio de calculo de Rf em CCD, valores de faixa de fusdo e andlise de
espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho, pela presenca de bandas
caracteristicas dos diferentes substituintes.

Os dados fornecidos pela analise de espectroscopia de IV da substancia
SBM3 mostrado na Figura 38, demonstra a presenca de um grupamento carbonilico
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com banda em 1742 cm™, que evidencia a formac&o do éster, e de estiramento de
ligacdo C-O de éster ligado & aromatico com bandas em 1196 cm™. A presenca das
bandas fortes em 1263 e 1071 cm™, caracteriza o estiramento C-O-C de éter ligado
a aromatico correspondente ao grupo metoxila, além de bandas caracteristicas de
vibracdes de nlcleos aromaticos (1598, 1493 e 1454 cm™) e deformacdo angular
fora do plano de alcenos monossubstituidos (1009 e 898 cm™). A identidade do
composto SBM3 é confirmada pela presenca de bandas fortes de deformacao axial
assimétrica, em 1524 cm™, e simétrica, em 1347 cm™, comprovando a presenca de

um grupamento NO; presente no composto.

Figura 38 - Espectro de absorcéo na regido do IV da substancia SBM3 (cm™).
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Fonte: Da autora.

O padréo de bandas observado no espectro do composto SBM3 se repetiu na
analise realizada nos ésteres sintetizados (SBM2 - SBM13), como pode ser
observado nos espectros expostos em anexo (pagina 135 a 139).

Nos espectros de RMN de 'H da substancia SBM3, representado na Figura
39, notam-se o0s sinais dos hidrogénios aromaticos H2, H3, H5 e H6 como um
multipleto com integracé@o correspondente a 4 hidrogénios em uma regido de maior

desblindagem, tipica de hidrogénios aromaticos, em & 8,41-8,33 ppm. Os
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hidrogénios arométicos H12 e H10 se apresentam como dois simpletos com
deslocamento quimico de 6 6,80 ppm (H10) e & 6,79 ppm (H12). Os hidrogénios
presentes no grupo alila correspondem a dois multipletos com deslocamento
quimico entre 6 6,04-5,91 ppm (CH,-HC=CH) e 6 5,15-5,10 ppm (CH2-HC=CH,). O
efeito de desblindagem do oxigénio é notado no sinal referente aos hidrogénios da
metoxila e aos hidrogénios do anel morfolina, devido ao seu efeito retirador de
elétrons. O simpleto referente aos hidrogénios do grupo OCH3 aparecem em & 3,81
ppm. Devido ao fato do atomo de oxigénio exercer um efeito retirador de elétrons
maior que o0 nitrogénio, os quatro hidrogénios do heterociclo mais proximos ao
oxigénio apresentam maior deslocamento quimico (H17 e H18), representado pelo
multipleto entre 6 3,41-3,39 ppm, sobreposto aos hidrogénios metilénicos vizinhos
ao alceno e ao heterociclo (H20 e H15). Os hidrogénios do heterociclo mais préximo
ao nitrogénio (H16 e H19) apresentaram deslocamento quimico de & 2,28 ppm, em

regido de maior blindagem.

Figura 39 - Espectro de RMN de *H da substancia SBM3 (CDCl,, 300 MHz).

o os 0 Toonme— nmao = -
& @R 0 Saasaoo ac32

841
838
B37
8.33

o 30000

6
6
5
5
5
5
5
—38

%

/
§
<

IJ'
A
AN
v
AN

28000
/ L26000
| r L24000
22000
0w O 20000
18000
16000
14000
+12000
L10000

~8000

6000

| 4000

il | | [ “ 2000
} L_JL_MM_‘ .W,U_JWJ lIL__A__Jl .
& : T

T 1 T
B 2 g 2 --2000
a - E =

Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de **C da substancia SBM3, representado na Figura 40,

observa-se a 6 40,11 ppm o sinal relativo ao carbono com maior blindagem (C20)
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devido a auséncia de um &tomo eletronegativo em sua vizinhanca a trés ligacdes de
distancia. Os sinais de maior intensidade, a 6 53,37 e § 66,86 ppm, correspondem
aos carbonos equivalentes presentes no anel morfolinicos, sendo que os carbonos
mais proximos do oxigénio (C17 e C18) sdo mais desblindados e possuem maior
deslocamento quimico (6 66,86 ppm). O sinal referente ao carbono do grupo
metoxila (OCHS3) foi determinado em & 55,99 ppm devido ao sinal no subespectro
DEPT-135, demonstrado na Figura 40, correspondente a um carbono contendo
préton, porém inverso ao sinal de CH,. O sinal de CH; do subespectro DEPT-135 em
0 58,93 ppm corresponde ao carbono C15 e em 6 116,36 ppm ao carbono C22. Os
sinais da regido entre 6 112,00 e 151,52 ppm representam carbonos aromaticos e os
carbonos do alcenos, e a atribuicdo de cada sinal foi feita pelo uso da tabela de
correcdo do deslocamento quimico (PAVIA et al., 2010). O sinal de maior
desblindagem (6 162,62 ppm) corresponde ao sinal caracteristico de carbono da
carbonila (C7).

Figura 40 - Espectro de RMN de **C e Subespectro DEPT-135 de **C da substancia SBM3
(CDCls, 75 MHz).
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O perfil de sinais na espectroscopia por ressonancia magnética nuclear se
manteve para 0s compostos analisados da série, com variacbes pequenas de
deslocamento quimico devido a diferenca de eletronegatividade entre os atomos.

O acoplamento heteronuclear entre carbono-13 e flior-19 pode ser verificado
no espectro de RMN de *3C dos compostos SBM9 e SBM11 (FIGURA 41 e 42).
Para o composto SBM9 os sinais referentes aos deslocamentos quimicos 6 127,02;
130,77; 134,91 e 138,62 ppm (quarteto) correspondem ao acoplamento entre o
carbono C23 e os 3 atomos de fluor diretamente ligados a este carbono,
apresentando uma constante de acoplamento via uma ligacdo calculada de 290,07
Hz. O acoplamento entre o carbono C1 e os &tomos de flior desta molécula nédo
pode ser identificado, possivelmente devido a baixa intensidade do sinal de
acoplamento via duas ligacdes e a diminuicdo de intensidade causada pela auséncia
de prétons diretamente ligados ao carbono. Quantidades residuais de DCU
resultante da reacao que utiliza DCC podem ser verificadas no espectro de RMN de
13C do composto SBM9 (CFs) na regido entre 5 20-35 ppm (FIGURA 41).

Figura 41 - Espectro de RMN de **C e Subespectro DEPT-135 de **C da substancia SBM9
(CDCl3, 75 MHz).
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No espectro obtido para composto SBM11, ilustrado na Figura 42, os sinais
referentes aos deslocamentos quimicos 6 163,5 e 167,6 ppm correspondem ao
acoplamento via uma ligacdo entre o carbono C1 e o atomo de fluor diretamente
ligado a este carbono, apresentando uma constante de acoplamento calculada de
307,5 Hz. O acoplamento via duas ligagdes entre os carbonos C2 e C6 e o atomo de
fldor corresponde aos sinais 6 115,5 e 115,8 ppm (dubleto), com uma constante de
acoplamento calculada menor, equivalente a 22,5 Hz. Os valores de constante de
acoplamento obtidos estdo de acordo com os valores tipicos de acoplamento via
uma ligacdo (J = 165-370 Hz) e via duas ligagbes (J = 18-45 Hz) (PAVIA et al.,
2010).

Figura 42 - Espectro de RMN de **C e Subespectro DEPT-135 de **C da substancia SBM11
(CDCl3, 75 MHz).
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Fonte: Da autora.

A tentativa de sintese do composto éster p-hidroxibenzoato de base de
Mannich (SBM7) iniciou-se com a protecdo da hidroxila fendlica do &acido p-
hidroxibenzdico para prevenir a formacdo de dimeros deste &cido durante a
esterificacdo devido a reatividade da hidroxila, uma vez que a esterificagéo utilizando

o0 acido p-hidroxibenzdico desprotegido ndo ocorreu.
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A reacdo de protecdo utilizando cloreto de triisopropilsilano (TIPSCI) e
imidazol ocorre pelo mecanismo de substituicdo nucleofilica (FIGURA 43). Em
analise por CCD ap0s 17 minutos de rea¢cdo em microondas observou-se o consumo

de todo acido com formacéo de um produto de menor polaridade.

Figura 43 - Mecanismo proposto para a formacdo do composto acido 4-
[(triisopropilsilil)oxi]benzaico.
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Fonte: Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN (2012).

Posteriormente, realizou-se a tentativa de esterificacdo partindo-se do
composto 2 e o acido 4-[(triisopropilsilil)oxilbenzoico pelos dois métodos descritos
anteriormente. A reacdo conduzida pelo método 1 apresentou rendimento baixo.
Andlises por RMN confirmaram a formagéo do produto desejado pela presenca dos
sinais caracteristicos dos hidrogénios existentes na molécula e pela presenga de um
sinal em 6 1,11 ppm com integracdo para 19 hidrogénios correspondente aos 18
hidrogénios do grupamento triisopropilsilil, ilustrado na Figura 44, porém uma grande
guantidade de impurezas foi verificada nos espetros obtidos do produto purificado
por CC. A reacdo de esterificacdo conduzida pelo método 2 teve como produto um

Oleo transparente com odor caracteristico do reagente TIPSCI, sugerindo a presenca
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de impurezas que nao se revelavam em espectroscopia no UV. ApGs a tentativa de

desprotecdo obteve-se baixo rendimento do produto que revelou presenca de

hidroxila fenélica em solucéo de FeClz a 10%.

Figura 44 - Espectro de RMN de 'H da substancia éster p-(Triisopropilsiloxi)benzoato de

base de Mannich (CDClz, 300 MHZz).
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A dificuldade na protecéo da hidroxila fendlica utilizando TIPSCI em moléculas

que possuem também o grupamento &cido carboxilico foi indicada como provavel

responsavel pelo baixo rendimento reacional. A formacao de trialquilsilil ésteres pela

protecdo de acido carboxilico ja foi relatada, sendo que o reagente TIPSCI protege

preferencialmente o acido carboxilico (95%) a

a hidroxilas fendlicas. A utilizacdo do

reagente cloreto de terc-butildimetilsili (TBDMSCI) seria preferivel, com 70% de

formacdo do fenol silil éter e 30% do silil éster correspondente (FIROUZABADI,;

IRANPOOR; SHATERIAN, 2000).

6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA IN VITRO.
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Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antiparasitaria in vitro sao

descritas a seguir.

6.2.1 Avaliacdo da atividade antipromastigota

Os estudos de avaliagao da atividade antipromastigota apresentaram valores
satisfatorios de inibicdo parasitaria, sendo que trés compostos ndo foram ativos nas

concentracdes utilizadas no método (TABELA 4).

Tabela 4 - Avaliacdo da atividade antipromastigotas das moléculas SBM2-SBM13
demonstrada por valores de Clso de inibicdo do crescimento parasitario em
ug.mL™ e o intervalo de confianca a 95% encontrado pela anélise estatistica e
R%.

Intermediario 2 SBM2-SBM13 \CHZ Anfotericina B
Molécula Substituinte (R) Clso (pcl\g)r,]fiinatr(]aé\;alo de R2
Intermediario 2 - N.A. -
SBM2 H 24,09 0,799
SBM3 NO, 65,76 [47,33 ; 91,36] 0,854
SBM4 CHs 22,47 [17,77 ; 28,39] 0,985
SBM5 OCH3 20,48 [17,34 ; 24,18] 0,938
SBM8 Br 13,11 [7,89 ; 21,78] 0,863
SBM9 CF3 N.A. -
SBM10 terc-butil N.A. -
SBM11 F 40,06 [30,54 ; 52,51] 0,943
SBM13 NH, 33,26 [20,58 ; 53,78] 0,788
Anfotericina - 0,08 [0,001 ; 5,99] 0,808

Fonte: Da autora.
* N.A. — Nao ativo



97

O estudo biolégico permitiu verificar que os compostos SBM2, SBM3, SBM4,
SBM5, SBM8, SBM11 e SBM13 possuem atividade leishmanicida.

A presenca de um grupamento volumoso como o grupo terc-butil no anel p-
dissubstituido nédo foi favoravel para que o composto SBM10 apresentasse atividade
leishmanicida, diminuindo sua interacdo no local de agcdo provavelmente devido a
um efeito de impedimento estérico.

Composto contendo grupamentos doadores de elétrons ao anel aromatico p-
dissubstituido pelo efeito de ressonancia apresentaram uma atividade leishmanicida
de magnitude ligeiramente maior em relagdo composto contendo grupamentos
retiradores de elétrons, aumentando a densidade eletrébnica neste anel e
possibilitando uma interacdo mais forte do tipo -1 stacking e céation-1r, como pode
ser visto na atividade apresentada pelos compostos contendo o0s substituintes CHg,
OCHj3, NH, (SBM4, SBM5 e SBM13), e o efeito neutro do derivado néo substituido
(H, SBM2). Grupamentos retiradores de elétrons do anel aromético p-dissubstituido
pelo efeito de ressonancia e por efeito indutivo tiveram uma atividade leishmanicida
de magnitude ligeiramente menor, como pbéde ser verificado pela atividade dos
compostos contendo os grupamentos NO,, F (SBM3 e SBM11) e CF; (SBM9) em
maior grandeza devido a presenca de 3 atomos eletronegativos.

6.2.2 Avaliacdo da atividade inibitéria sobre a enzima rCPB2.8

A avaliagdo do potencial de inibicdo enzimético dos compostos estudados
sobre a enzima rCPB2.8 foi expressa em porcentagem de atividade enzimatica nas
concentracbes de 10 uM, 100 uM de cada composto e condicdo controle, em sua
auséncia (GRAFICO 1, TABELA 5).



Gréfico 1 - Avaliagéo da atividade inibitoria sobre a enzima rCPB2.8 das moléculas
intermediario 2, SBM2-SBM13 demonstrada por grafico em barras dos
valores de porcentagem de atividade enzimatica nas concentractes de
10 pM e 100 uM de cada composto e condigdo controle.
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Fonte: Da autora.
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Tabela 5 - Avaliacdo da atividade inibitoria sobre a enzima rCPB2.8 das moléculas intermediario 2, SBM2-SBM13 demonstrada por valores de
atividade enzimatica em concentracées de 10 uM e 100 uM de cada composto e controle.

R

OXCHE 0 O"’CHE
HO 0
0 0
@ @
R\CHZ KCHZ
Intermediario 2 SBM2-5BM13
COMPOSTO S“bs(tg)“ime CONTROLE | % 10 pM % 100 uM % INIBICAO
Intermediério 2 i 141,8765 100  158,3869  111,6  299,8446 211,3 Ativou
SBMO02 H 62,0299 100 68,0939 10,8 59,3707 95,7 Baixa
SBMO3 NO; 56,4439 100 53,1415 94,1 6,6387 11,8 Alta
SBMO04 CHs 42,0067 100 59,2211 141,0 63,6584 151,5 Ativou
SBMO5 OCHs 75,7245 100 73,5317 97,1 70,2466 92,8 Baixa
SBMO8 Br 188,6462 100  178,6504 94,7 208,0545 110,3 Ativou
SBMO09 CFs 1551965 100  228,2241 1470  206,8255 133,3 Ativou
SBM10 terc-butil 206,3368 100  196,8749 95,4 198,5747 96,2 Baixa
SBM11 F 143,6053 100  200,7446  139,8  103,0306 71,7 Baixa
SBM13 NH 150,9329 100 1657663  109,8  147,6943 97,9 Baixa

Fonte: Da autora.



100

O composto SBM3 apresentou uma atividade de inibicdo alta na
concentragdo de 100 pM, reduzindo 88% da atividade da enzima rCPB2.8 nesta
concentracdo. Os compostos SBM2, SBM5, SBM10, SBM11l e SBM13
apresentaram atividade inibitéria baixa com inibicdo de 4,3; 7,2; 3,8; 28,3 e 2,2%,
respectivamente, da atividade da enzima rCPB2.8, também na concentracdo de 100
HM.

A possivel interacdo da enzima rCPB2.8 com grupamentos carregados
positivamente ja foi descrita devido a presenca de uma aminoacido glutamato
(Glu205) flexivel, conforme mencionado por Gillmor, Craik e Fletterick (1997), e pode
ser responsavel pela afinidade entre o composto SBM3, que contém um nitrogénio
com carga formal positiva no grupamento nitro.

A presenca do atomo de maior eletronegatividade, o flaor, e receptor de
ligacdo de hidrogénio, levou & uma atividade inibitéria mediana (reducao de 28% da
atividade) do composto SBM11 sobre esta enzima.

A ativacdo da enzima exercida pelos compostos intermediario 2, SBM4,
SBM8 e SBM9 pode estar relacionada com a interacdo destes compostos em um
sitio alostérico, o que levaria a uma alteracdo conformacional no sitio ativo com o

aumento da catdlise enzimatica e aumento da velocidade de reacao.

6.2.3 Avaliacdo da citotoxicidade

Realizou-se a avaliacdo da citotoxicidade dos compostos que se mostraram
mais ativos no estudo de atividade antipromastigota e que apresentaram melhor
atividade de inibicdo da enzima rCPB2.8. O calculo de indice de seletividade foi
realizado para se comparar 0 guanto o composto € mais ativo para levar a morte do
parasito em relacdo a sua acédo toxica em macréfagos. O calculo é feito pela razédo

CCso em macrofagos pelo 1ICso em promastigotas.
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Tabela 6 - Avaliacdo da citoxicidade em macréfagos e o intervalo de confianca a 95%
encontrado pela andlise estatistica e o valor de indice de seletividade (IS).

Intermediario 2 SBM2-SBM13 Anfotericina B

Substituinte C|50-PRO IS (CC50/ |C5o-

Molécula R CCso (UM) (M) PRO)
SBM2 H 20,55 [12,05 ; 35,00] 24,09 0,85
SBM3 NO, 5,24 [0,89 ; 30,84] 65,76 0,08
SBM4 CHs 31,46 [22,42 ; 44,15] 22,47 1,40
SBM5 OCHj 16,25 [5,23 ; 50,47] 20,48 0,79
SBMS8 Br 81,98 [51,13 ; 131,41] 13,11 6,25
SBM11 F 103,83 [72,23 ; 149,29] 40,06 2,59

Anfotericina - 0,069 [0,001 ; 6,25] 0,08 0,86

Fonte: Da autora.

Os compostos halogenados, SBM8 e SBM11, foram 0s compostos menos
citotdéxicos por apresentarem um maior indice de seletividade, demonstrando baixo
valor de Clsp em promastigotas e alto valor de CCso em macrofagos.

O composto SBM3 se demonstrou toxico, entretanto a toxicidade e o
potencial carcinogénico exercida por nitrobenzenos ja € conhecida (KOVACIC;
SOMANATHAN, 2014).

6.3 ESTUDOS COMPUTACIONAIS POR MODELAGEM MOLECULAR

O estudo por modelagem molecular compreende ferramentas que buscam
simular da forma mais aproximada a interacdo entre um composto de baixo peso
molecular e uma macromolécula. A obtencdo de uma estrutura tridimensional
representativa de uma proteina se da pela busca em banco de dados especificos ou
pela construcdo de um modelo tridimensional pelo método de modelagem por
homologia baseando-se no fato de que regides semelhantes entre proteinas

homélogas apresentam conformacgdes internas conservadas.
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As proteinas utilizadas para a realizacdo do estudo in silico foram
selecionadas buscando-se encontrar alvos moleculares que interajam de forma
satisfatoria com a série de moléculas propostas neste estudo, buscando assim obter
uma relacdo da estrutura/atividade destes para a otimizacédo e desenvolvimento de
protétipos a inibidores mais efetivos e que sejam seletivos a enzima de Leishmania
em relacdo as enzimas analogas presentes em humano, por meio de estudo de
residuos presentes apenas na enzima do parasito.

Para a eleicdo dos melhores resultados obtidos na simulacédo de ancoramento
molecular para cada proteina foi utilizado o parametro GlideScore como forma de
guantificar a grandeza da interacéo ligante/receptor. O GlideScore € uma funcéo de
pontuacdo empirica que se aproxima da energia livre de ligacdo do ligante. Os
termos incluidos nesta funcdo sdo interacdes eletrostatica, van der Waals,
contribuicdes de bonificacdes ou interagdes penalizantes, entre outras, conhecidos
por influenciar a interacdo do ligante (EQUACAO 1). O uso do GlideScore é
recomendado para classificar poses de diferentes ligantes, como por exemplo no
“Screening Virtual”’, possibilitando comparar a afinidade de cada ligante com a
enzima (FRIESNER, 2004; SCHRODINGER, 2016).

Equacdo 1 - Funcéo para calculo de GlideScore (FRIESNER, 2004)
AGiigagao = Ciipofilipofil 2 T(Ir) + CligacgoH-neut-neut 2 9(Ar) h(Aa) + CyigacaoH-neut-carregado 2 9(Ar)
h(Aa) + CuigacaoH-carregado-carregado 2 9(Ar) h(Aa) + Cmax-metar-ion 2 f(fim) + CrotoHrotb + Cpolar-

hidrofébV polar-hidrofeb + CeoulEcoul + CvawEvaw + termos de solvatagao

6.3.1 Validacdo da metodologia de Modelagem Molecular por Homologia da
enzima rCPB2.8

O modelo de predicdo da estrutura tridimensional da proteina cisteino
protease tipo B 2.8 definido pelo software Modeller apresentou boa qualidade
estereoquimica apos avaliagcdo. A pontuagcdo Z-score, ilustrada na Figura 45-A,
indica a qualidade global do modelo em um grafico que contém as pontuacdes de
todas as cadeias proteicas determinadas experimentalmente, por raio-X ou RMN, no
banco de dados PDB atual. Pode-se verificar que o Z-score obtido para a estrutura
da proteina cisteino protease (-7,11) esta dentro do intervalo de pontuagfes

encontradas tipicamente para proteinas nativas de tamanho similar (200
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aminoacidos). A pontuacdo de energia “knowledge-based energy”, ilustrada na
Figura 45-B, mostra a qualidade do modelo representando as energias como uma
funcdo da posicdo da sequéncia de aminoacidos. Em geral, valores positivos
correspondem a partes problematicas ou erradas da estrutura de entrada. A energia
média a cada 40 residuos, mostrado em verde escuro, demonstra valores de energia

abaixo de 0, validando a estrutura tridimensional obtida neste parametro.

Figura 45 - Grafico de Z-score e de energia gerados pelo software ProSA-web do modelo da
enzima rCPB2.8 obtido por modelagem por homologia.
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Fonte: Da autora.

Os resultados provenientes do programa Verify3D, ilustrados na Figura 46,
demonstra que a maioria dos valores obtidos encontram-se dentro da faixa aceitavel
(0,16 e 0,8) e 88,13% dos residuos possuem uma pontuacdo média 3D-1D maior

que 0,2, um valor ao qual pode se adotar que o enovelamento estrutural do modelo

construido é confiavel.
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Figura 46 — Perfil 3D da sequéncia de aminoacidos do modelo da enzima rCPB2.8 obtida
pelo Verify3D.
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Fonte: Da autora.

A validagdo da estrutura pela geometria do carbono alfa (LOVELL et al.,
2003), de acordo com o grafico de Ramachandran demonstrou 98,2% de seus
residuos nas regibes favoraveis, 1,8% em regibes permitidas e 0% em regides
desfavoraveis (FIGURA 47 e 48).



Figura 47 — Gréfico de Ramachandran Geral da enzima rCPB2.8 gerado pelo

pelo servidor online RAMPAGE.
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Figura 48 — Gréfico de Ramachandran com as regides favoraveis, separadas
por geral, regido de Glicina, regido de pré-Prolina e regido de
Prolina, da enzima rCPB2.8 gerado pelo servidor online RAMPAGE.
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Obteve-se um valor de RMSD de 0,326 A para o alinhamento entre a

estrutura tridimensional da enzima rCPB2.8 obtida por modelagem por homologia e

a enzima cruzaina de cédigo PDB 3IUT utilizada como modelo, demonstrado na

Figura 49, apresentando baixa distorcdo entre os residuos e valor abaixo de 2,0 A,
como é preconizado (CARUGO; PONGOR, 2001; YUSUF et al., 2008).
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Figura 49 - Sobreposi¢éo das estruturas tridimensionais das proteinas
rCPB2.8 (azul), obtida por modelagem por homologia, e
cruzaina cdédigo PDB 3IUT (cinza), utilizada como modelo.

Fonte: Da autora.

6.3.2 Validagdo da metodologia de ancoramento molecular

Para a validacdo dos protocolos de ancoramento molecular um valor de
RMSD < 2,0 A demonstra baixa distorcdo entre o composto inibidor ancorado aos
residuos de aminoéacidos do sitio ativo, obtidos pelo reancoramento (redocking), e a
estrutura cristalografica modelo, e reproduz o modo de ligacdo proteina/inibidor
(CARUGO; PONGOR, 2001; YUSUF et al., 2008). O reancoramento das enzimas
estudadas apresentou resultados de RMSD satisfatérios, como é demonstrado a
seguir, validando os métodos de ancoramento molecular utilizados.

Como modelo para a validacdo do protocolo de ancoramento molecular da
enzima tripanotiona sintetase de Leishmania, foi utilizado a estrutura cristalografica
da proteina desta mesma classe encontrada na bactéria Escherichia coli (codigo
PDB 3A2Y), que possui 32% de identidade com a enzima do parasito. A utilizagao
da estrutura cristalografica da enzima tripanotiona sintetase de Leishmania no
processo de validagdo da metodologia de ancoramento € impossivel, pois, embora

esta estrutura cristalografica esteja resolvida no banco de dados PDB, ela se
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encontra na forma de uma apoproteina, no qual ndo ha nenhum substancia quimica
inibidora complexado a estrutura resolvida. Pai e colaboradores (2010) estudaram a
tripanotiona sintetase de E. coli e realizaram o alinhamento estrutural dos dominios
amidase de E. coli e L. major, verificando que ao alinhar os 168 residuos presentes
nesta regido o valor RMSD obtido foi de 1,5 A, demonstrando baixa distor¢ées
destes residuos, com valor abaixo do limite aceitavel de 2 A (CARUGO; PONGOR,
2001). A Figura 50 mostra o alinhamento desta regido entre as enzimas tripanotiona
sintetase de E. coli e de L. major, onde € possivel verificar os residuos que se
mantiveram conservados e identificar os residuos importantes para a ligacdo do

substrato.

Figura 50 - Alinhamento estrutural do dominio da amidase da enzima
tripanotiona sintetase de E. coli (GspS) e de L. major (TryS). A
caixa entre os residuos 30 e 43 indica a regido de hélice flexivel
gue ndo é encontrada na estrutura de L. major e os residuos
conservados entre as estruturas estdo destacados em cinza.

GspS 9DAlPF'GITLLGYAPGGVAIYSS ----- YSSLDPQEYEDDAV
TryS 16HI|PFGIAVQIGYAPGGVIPAY SNKHDHYF|S - - - - - - - - - - - . Gl a3
GspS 44 F Yl EYM CVEFARRF FLNYGVVFT E E 83
TryS 44E NIENIFF YCVEFARR LVK LLLP CH 83
GspS 84 s RFLEVVNDNILPLQAF SPRA GALLIWDKG123
TryS 84|l FlofL KEVDAAEITIE]SFAVLQV N TTTK ALLVYPST123
GspsmaGEFE]DT HVAI ITOLHGNKRI E[QNVIHSPLPQGQQWTR 163
TryS 124DA -NPV HV E VG DD]vy|vic v NYRFHKWE - - SSCAY 160
GspS164EEMVVEN CYT TF - DDTTIMIO191

TryS 161K|L[KLDHR TII DI ADEIEIP LTF 191

Fonte: PAI et al. (2010).

Assim foi possivel realizar o reancoramento molecular utilizando a enzima de
Leishmania com cédigo PDB 2VPS e o ligante glutationilespermidina presente na
estrutura cristalografica com cdédigo PDB 3A2Y na regido do sitio ativo onde se
encontra o0s residuos que se mantiveram conservados entre as enzimas de
Leishmania e de E. coli, e que tiveram interagdo com o substrato (residuos Q58,
V78, G129 e N148). O reancoramento desta enzima apresentou um RMSD da
regido do sitio ativo final de 0,127 A entre a estrutura com melhor posicdo de
ancoragem obtida, utilizando o método proposto, e a estrutura cristalogréfica,
calculado pelo médulo Align Bind Site da plataforma Schrddinger. A Figura 51
mostra o complexo ligante e proteina utilizado no ensaio de reancoramento

molecular alinhado a estrutura cristalogréfica.
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Figura 51 - Alinhamento entre a estrutura cristalogréfica (ligante apresentado com carbonos
na cor verde), codigo PDB 3A2Y, e o complexo ligante (glutationil espermidina,
apresentado com carbonos na cor cinza) e proteina TS obtida pelo método de

reancoramento proposto.

Fonte: Da autora.

Para a avaliacdo do método de ancoramento da enzima cinase dependente
de ciclina 2 (CDC2) humana utilizou-se a estrutura cristalografica com cédigo PDB
2R3l e o ligante 5-(2-fluorofenil)-N-(piridin-4-ilmetil)pirazol[1,5- a]pirimidin-7-amina
(PDB ID: SCF). O reancoramento utilizando o método proposto apresentou um
RMSD final de 0,249 A. A Figura 52 mostra o complexo ligante e proteina utilizado

no ensaio de reancoramento molecular alinhado a estrutura cristalogréfica.

Figura 52 - Alinhamento entre a estrutura cristalogréafica (ligante apresentado com carbonos
na cor verde), codigo PDB 2R3lI, e o complexo ligante (SCF, apresentado com
carbonos na cor cinza) e proteina obtida pelo método de reancoramento
proposto.

onte: Da autora.
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Para a avaliacdo do método de ancoramento da enzima arginase utilizou-se a
estrutura cristalografica com codigo PDB 4I1U0, enzima obtida da espécie
Leishmania mexicana, e o ligante 2(S)-amino-6-acido boronohexandico (PDB ID:
ABH). O reancoramento desta enzima apresentou um RMSD final de 0,238 A entre a
estrutura com melhor posicdo de ancoragem obtida e a estrutura cristalogréfica. A
Figura 53 mostra o complexo ligante e proteina utilizado no ensaio de

reancoramento molecular alinhado a estrutura cristalografica.

Figura 53 - Alinhamento entre a estrutura cristalogréfica (ligante apresentado com
carbonos na cor verde), codigo PDB 41U0, e o complexo ligante (ABH,
apresentado com carbonos na cor cinza) e proteina arginase obtida pelo

método de reancoramento proposto.

X,
e

ante: Da aLitora.

6.3.3 Andlise dos ligantes

A andlise das propriedades fisico-quimicas das moléculas da série proposta
tem o objetivo de predizer os processos farmacocinéticos envolvidos na
administracao destas pela via oral, estimando a solubilidade e a permeabilidade em
membranas pela comparacdo de propriedades de farmacos ja conhecidos. Estudos
sugerem que compostos que apresentem LogP <4 e massa molecular <400 Da
apresentam propriedades ADMET mais favoravel de acordo com a regra de 4/400
de GlaxoSmithKline e a poténcia na escala micromolar é obtida em compostos que

apresentem massa molecular >250 Da e logP >2 de acordo com um levantamento
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realizado em mais de 200.000 compostos disponiveis no banco de dados ChEMBL
(HANN; KESERU, 2012). A faixa desejavel de logP e massa molecular de acordo

com as regras de Waring, Gleeson e Lipinski estao ilustradas na Figura 54.

Figura 54 — Gréfico indicando valores de logP e massa molecular ideais (verde),
valores limites (laranja) e a linha de 50% de probabilidade de
permeabilidade celular, de acordo com as regras de Waring, Gleeson e

Lipinski.
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Fonte: HANN; KESERU (2012).

Os ligantes utilizados no presente estudo apresentaram um bom percentual
de absorcédo oral tedrico em humanos, como mostrado na Tabela 7, obtidos pela
simulagédo computacional. Nenhuma molécula violou os parametros utilizados na
regra de Lipinski, mostrando que os possiveis farmacos a serem obtidos desta série

podem apresentar bons fatores farmacocinéticos.
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Tabela 7 - Propriedades fisico-quimicas das moléculas estudados.

Peso Doador de |Aceptor de| Log P AbSOrcao
Molécula | Substituinte | Molecular | ligagdo de | ligagdo de | (octanol ¢
) . . . . Oral (%)
(Da) hidrogénio | hidrogénio | /agua)
SBM2 H 367,444 0 6,95 3,274 100
SBM3 NO, 412,441 0 7,95 2,531 80,7
SBM4 CHs3 381,471 0 6,95 3,609 100
SBM5 OCHgs 397,470 0 7,70 3,425 100
SBM8 Br 446,340 0 6,95 3,867 100
SBM9 CF3 435,442 0 6,95 4,292 100
SBM10 terc-butil 423,551 0 6,95 4,686 100
SBM11 F 385,434 0 6,95 3,532 100
SBM13 NH, 382,458 1,5 7,95 2,803 90,3

Fonte: Da autora.

Os compostos SBM9 [CF3] e SBM10 [terc-butil] apresentaram massa
molecular >400 Da e logP >4, fator que pode explicar a auséncia de atividade
leishmanicida destes compostos apresentados pelo teste in vitro antipromastigota. O
carater lipofilico de uma molécula e o baixo peso molecular sdo essenciais para a
sua permeabilidade em membranas nos organismos, possibilitando que o composto
chegue ao seu local de acado; entretanto a alta lipofilicidade faz com que estas
moléculas sejam poucos soluveis nos fluidos bioldgicos, deixando-as aprisionadas
em membranas e outros compartimentos lipofilicos, além de interferir na solubilidade
dos compostos durante os ensaios de atividade in vitro, ja que estes sao realizados
em meio aquoso (HANN; KESERU, 2012).

6.3.4 Ancoramento molecular utilizando a proteina arginase

Nos estudos de ancoramento molecular utilizando a enzima arginase, todas
as moléculas que compdem a série, listadas na Tabela 8, apresentaram valores de
GlideScore maiores que aqueles observados para o farmaco Pentamidina e inibidor
ABH presente na forma cocristalizada com a enzima arginase em estrutura
cristalografica de cddigo PDB 4I1UQ. Este resultado demonstra menor afinidade entre
0S compostos da série e a enzima arginase, quando comparado a sua afinidade com

o inibidor ABH e a Pentamidina. O maior numero de interacdes de ligacdo de
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hidrogénio entre o ligante ABH e a enzima pode ser o responsavel pelo alto grau de
afinidade entre eles no estudo in silico, representada pelo baixo valor de GlideScore.
Os residuos de aminoacidos do sitio ativo importantes para a ligacdo da enzima
arginase a seu substrato natural (ASP141, ASN143, SER150, ASP194) participam
também da interacdo entre a enzima e o ligante ABH e entre a enzima e os
compostos da série, como é verificado na Tabela 8.

A Tabela 8 lista os valores de GlideScore das moléculas em ordem das
melhores colocadas obtidos pelo estudo de ancoramento molecular utilizando a

proteina arginase de Leishmania.

Tabela 8 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores de
energia de interacdo (GlideScore), em ordem decrescente, entre as moléculas
da série proposta e a enzima arginase, o humero de interacdes de hidrogénio e
os residuos que participam desta interacdo, boas interacdes de van der Waals,
interacdes Tr-stacking e cation-r.

Glide x ] N
Interacdo | Residuos de Boas Interacgéo ~
. Score . ~ Interacao
Ligante (Kcal de AA gue fazem | interacdes m cation T
mol'lj hidrogénio |interacdo de H| de vDW | Stacking
Pentam. -7,048 6 e oot 186 0 1
ASP137, ASP141,
ABH 6,810 8 RSP P ) 0 0
ASP243, THR257
SBM10 -5,293 2 SER150, ASP194 311 0 0
SBM5 -5,278 3 VALLES, SERISO. 299 1 1
SBM9 -5,188 1 SER150 289 1 2
SBM13 -4,840 3 SERISY PoriS4 255 2 1
SBM4 -4,788 2 HIS139, ASN152 280 0 0
SBM2 -4,467 0 - 308 0 1
SBM3  -4,386 3 ASHIST SextS0 270 1 1
SBM11 -4,214 1 SER150 310 1 0
SBM8 -3,650 2 ASN143, ASP194 267 1 1

Fonte: Da autora.
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As Figuras 55 e 56 apresentam os residuos envolvidos nas interagfes de
hidrogénio em cada ancoramento molecular observadas entre a enzima arginase e

os 5 melhores ligantes.
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Figura 55 - Estrutura 3D representando as interagdes de hidrogénio (reta pontilhada), assim
como a distancia entre os atomos que participam desta interagdo, e esquema 2D
demonstrando interacdes entre residuos da enzima arginase de Leishmania e as
moléculas com melhor GlideScore: A) SBM10, B) SBM5 e C) SBM9.
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Fonte: Da autora.
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Figura 56 - Estrutura 3D representando as interacdes de hidrogénio (reta pontilhada de cor
laranja), assim como a distancia entre os atomos que participam desta interagao,
e esquema 2D demonstrando interacBes entre residuos da enzima arginase de

Leishmania e as moléculas com melhor GlideScore: A) SBM13 e B) SBM4.
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Os grupamentos carbonila e o anel morfolinico caracterizam-se como grupos

farmacoforicos das moléculas desta série, essenciais para a interagdo entre 0s

compostos e a enzima arginase. As melhores poses demonstradas pelos ligantes
SBM10 [terc-butil], SBM5 [OCH3], SBM9 [CF3;] e SBM13 [NH;,] mantiveram o perfil

de interacdo entre o grupo carbonila dos ligantes e o residuo de serina SER150

(aminoacido com cadeia lateral polar ndo-carregada) da enzima arginase, devido a

presenca de uma hidroxila doadora de ligacdo de hidrogénio deste aminoacido. O

atomo de nitrogénio do grupo morfolina na sua forma ionizada apresentou um perfil
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de interacdo ibnica ou doadora de ligacao de hidrogénio pelos estudos in silico com
o residuo ASP194 (amino&cido com cadeia lateral carregado negativamente).

Os residuos HIS139 e HIS154 (aminoacido com cadeia lateral carregado
positivamente) apresentaram interacdes do tipo 1 stacking e céation-m com o anel
aromatico para-dissubstituido dos ligantes SBM5 [OCH3], SBM9 [CF3;] e SBM13
[NH], porém este padrdo de interacdo néo foi verificado para todos os compostos da
série.

De acordo com os valores de GlideScore obtidos, a presenga de um
grupamento volumoso doador de elétrons no anel aromatico para-dissubstituido
resultou na melhora do perfil de interacdo entre a arginase e 0S compostos,
conferindo as moléculas SBM10 [terc-butil] e SBM5 [OCH3] um menor valor de
GlideScore. Este resultado néo refletiu o perfil de interacdo obtido pelos compostos
nos estudos in vitro ja que o composto SBM10 [terc-butil] ndo apresentou atividade
leishmanicida, e o composto com menor afinidade pela enzima SBMS8 [Br]
apresentou atividade in vitro, sugerindo que o principal mecanismo de acao dos
compostos da série ndo esta relacionado com a inibicdo da enzima arginase.

A Figura 57 ilustra a superficie da enzima arginase ligada ao composto
SBM10 demonstrando a fenda em que se encontra o sitio ativo, na qual o ligante se
encontra inserido, constituida em sua maior parte de um potencial negativo na

regido de interacdo com este ligante.
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Figura 57 — Potencial de superficie eletrostatica da enzima
arginase ligada ao composto SBM10 (escala de -
70,232 [negativo, vermelho] a 70,232 [positivo, azul])

Fonte: Da autora.

6.3.5 Ancoramento molecular utilizando a proteina tripanotiona sintetase

O farmaco Pentamidina e o inibidor glutationil espermidina presente na
estrutura cristalografica cocristalizado com a enzima tripanotiona sintetase de E. coli
(cédigo PDB: 3A2Y), apresentaram valores de GlideScore significativamente
melhores que aqueles verificados para as moléculas da série de ésteres de base de
Mannich, listadas na Tabela 9, apresentando afinidade superior com a enzima. O
maior numero de interagbes de hidrogénio pode ser responsavel pela melhor
interacdo entre a enzima e a Pentamidina ou a glutationil espermidina.

A Tabela 9 lista os valores de GlideScore observados no estudo de

ancoramento molecular utilizando a proteina tripanotiona sintetase de Leishmania.
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Tabela 9 -Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores de energia
de interacdo (GlideScore), em ordem decrescente, entre as moléculas da série
proposta e a enzima tripanotiona sintetase, o nimero de interacdes de hidrogénio
e 0s residuos que participam desta interagéo, boas interacdes de van der Waals,
interacdes cation-1r e T-stacking.

Glide ~ . ~
Interacédo | Residuos de Boas Interacéo ~
. Score . ~ Interacao
Ligante (Kcal de AA que fazem | interacde m cation Tr
mol'lj hidrogénio | interacdo de H|s de vDW | Stacking
Glutatio- PHE52, ASP77,
: ALA81, ASN126,
nil esper- -10,428 8 GLY129, ASN148, 479 0 3
midina ASP178, GLU652
ASP38, ASN79,
Penta- ;4 399 5 ALASL ASP178, 414 0 1
midina GLU652
SBM4  -7,974 0 375 2 0
SBM10 -7,573 2 HIS39 405 0 1
SBM3  -7,122 1 HIS39 430 2 1
SBM9  -6,765 1 HIS39 345 1 1
SBM2  -6,552 2 HIS39, GLU183 344 1 0
SBM13 -6,516 1 GLY129 311 1 1
SBM8  -6,473 0 337 2 0
SBM5  -6,380 1 GLU183 290 1 0
SBM11 -6,320 1 ASP178 303 1 1

Fonte: Da autora.

O grupamento carbonila do éster € essencial para a interacdo entre 0s
compostos e a enzima tripanotiona sintetase por interagir com a HIS39, aminoé&cido
com cadeia lateral carregado positivamente. Este perfil de interacdo foi verificado
para os compostos SBM2 [H], SBM3 [NO,], SBM9 [CF3] e SBM10 [terc-butil].

A presenca dos grupamentos metila, terc-butila, nitro e trifluorometil como
substituintes no anel para-dissubstituido conferiu maior afinidade a série de
compostos diante dos estudos in silico com a enzima tripanotiona sintetase, porém
este perfil ndo foi verificado nos testes in vitro, ja que os compostos SBM10 [terc-
butil] e SBM9 [CF3] ndo apresentaram atividade leishmanicida e o composto SBM3
apresentou atividade leishmanicida in vitro inferior a outros compostos.

As Figuras 58 e 59 demonstram as interacdes e os residuos envolvidos em
cada ancoramento molecular observado entre a enzima tripanotiona sintetase e 0s 5

ligantes com melhor resultado de GlideScore.
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Figura 58 - Estrutura tridimensional representando as interacdes de hidrogénio (reta
pontilhada de cor laranja), assim como a distancia entre os atomos que
participam desta interagdo, e esquema 2D demonstrando interagdes entre
residuos da enzima tripanotiona sintetase e as moléculas com melhor
Glig_\eScore: A) SBM4, B) SBM10 e C) SBM3.
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Fonte: Da autora.
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Figura 59 - Estrutura tridimensional representando as interacdes de hidrogénio (reta
pontilhada de cor laranja), assim como a distancia entre os atomos que
participam desta interagdo, e esquema 2D demonstrando interagdes entre
residuos da enzima tripanotiona sintetase e as moléculas com melhor
GlideScore: A) SBMQ e B) SBM2.
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Fonte: Da autora.

A Figura 60 ilustra a superficie da enzima tripanotiona sintetase ligada ao
composto SBM4 demonstrando a fenda em que se encontra o sitio ativo. O ligante
se encontra ancorado completamente na fenda, possibilitando uma maior interacéo
entre o ligante e o receptor, constituida em sua maior parte de um potencial negativo
na regido de interagdo com este ligante.
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Figura 60 — Potencial de superficie eletrostatica da enzima
tripanotiona sintetase ligada ao composto SBM4 (escala
de -70,232 [negativo, vermelho] a 70,232 [positivo,

Fonte: Da autora.

6.3.6 Ancoramento molecular utilizando a proteina cisteino protease (rCPB2.8)

O inibidor Morpholino-Leu-homoPhe-FMK (LEWP_0I5), presente na estrutura
cristalogréfica da enzima cruzaina (cédigo PDB 1EWP) apresentou valor de energia
de interacdo com enzima rCPB2.8 melhor do que os valores observados com os
compostos da série de ésteres de base de Mannich, listadas na Tabela 10, mas bem
proximo do valor de interacdo com o composto SBM13 [NH].

A Tabela 10 lista os valores de GlideScore obtidos no estudo de ancoramento

molecular utilizando a proteina rCPB2.8 de Leishmania.
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Tabela 10 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores de
energia de interacdo (GlideScore), em ordem decrescente, entre as moléculas
da série proposta e a enzima rCPB2.8, o numero de interacfes de hidrogénio e
os residuos que participam desta interacdo, boas interacdes de van der Waals,
interacOes cation-1r e T-stacking.

Glide | Interacéao Residuos ~
. Score de de AA que . Boa§ Interagao Interagé&o
Igante : . azem Interacoes Ll e
L (Kcal. | hidrogéni |. f ~ . cation
mol'lj o interacdo de| devDW | Stacking
H
ASP64, GLY66,
1EWP_0I5 -6,727 3 LEU161 297 0 0
GLN19,
SBM 13  -6,248 3 ASP64. CYS25 297 0 0
- MET59,
Pentamidina -6,128 4 ASP61, ASP64 208 0 0
SBM 3 -5,967 1 ASN183 263 1 0
GLN19,

SBM 5 -5,780 2 ASN183 330 2 0
SBM 11 -5,643 0 245 2 0
GLN19,

SBM 4 -5,634 2 ASN183 253 0 0
SBM 10 -5,618 1 GLN19 317 1 0
SBM 2 -5,234 0 315 0 0
SBM 9 -4,759 1 GLN160 271 0 0
SBM 8 -4,109 1 GLN70 223 0 0

Fonte: Da autora.

As Figuras 61 e 62 demonstram as interacdes e os residuos envolvidos em

cada ancoramento molecular obtido entre a rCPB2.8 e os 5 ligantes com melhor

resultado de GlideScore.
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Figura 61 - Estrutura tridimensional representando as intera¢des de hidrogénio (reta
pontilhada de cor laranja), assim como a distancia entre os atomos que
participam desta interagdo, e esquema 2D demonstrando interagdes entre

residuos da enzima rCPB2.8 e as moléculas com melhor GlideScore: A)
SBM13, B) SBM3 e C) SBM5.
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Fonte: Da autora.
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Figura 62 - Estrutura tridimensional representando as interacdes de hidrogénio (reta
pontilhada de cor laranja), assim como a distancia entre os atomos que
participam desta interagdo, e esquema 2D demonstrando interagdes entre
residuos da enzima rCPB2.8 e as moléculas com melhor GlideScore: A) SBM11
e B) SBM4.
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Fonte: Da autora.

O grupamento carbonila dos compostos SBM4 [CH3], SMB5 [OCH3] e SBM13
[NH2] manteve um perfil de interacdo com o residuo de GLN19, aminoacido com
cadeia lateral polar ndo carregado contendo um grupamento amida, atuando como
um grupamento receptor de interacdo de hidrogénio.

Os 4 compostos que apresentaram melhores valores de GlideScore possuem
também atividade inibitoria sobre a enzima rCPB2.8 in vitro, porém com magnitude

diferente entre elas, com inibicdo de 2,1% para o composto SBM13, 88,2% para o
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composto SBM3, 7,2% para o composto SBM5 e 28,3% para o composto SBM11.
Os compostos SBM3 [NO;] e SBM11 [F] apresentaram atividade mais expressivas in
vitro, inibindo 88,24 e 28,25% da atividade enzimatica na concentracdo de 100 pM,
respectivamente. Estes compostos se caracterizam por possuirem grupamentos
eletronegativos, retiradores de elétrons do anel aromatico, possibilitando a interacéo
1T stacking entre este anel aromatico e o anel aromatico rico em elétrons do TRP185.

A interacdo demonstrada pelo estudo de ancoramento do tipo ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio do anel morfolinico do composto SBM3 [NO;,] com o
grupamento amida do aminoacido asparagina ASN183, pertencente a triade
catalitica da enzima rCPB2.8, pode ter sido essencial para a atividade inibitoria
deste composto demonstrada em estudos in vitro. Outros fatores que nédo séo
previstos pelo estudo de ancoramento molecular podem ter contribuido para a maior
afinidade entre o composto SBM3 e a enzima rCPB2.8 resultando em uma atividade
inibitoria expressiva sobre a enzima, entre eles a interagdo do nitrogénio com carga
formal positiva do grupamento nitro com o aminoacido glutamato (GLU205)
altamente flexivel, capaz de se orientar no interior ou fora do subsitio S2, quando
favoravel. Outro fator que ndo é previsto pelos estudos de ancoramento molecular é
a formacao de ligagbes covalentes que podem ocorrer entre a enzima e 0 composto
inibidor.

A Figura 63 ilustra a superficie da enzima rCPB2.8 ligada ao composto SBM3
apresentando a fenda em que se encontra o sitio ativo, na qual a molécula esta
ancorada, constituida em sua maior parte de um potencial negativo na regido de

interacdo com este ligante.
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Figura 63 — Potencial de superficie eletrostatica da enzima rCPB2.8 ligada ao
composto SBM3 (escala de -70,232 [negativo, vermelho] a 70,232
[positivo, azul]).

Fonte: Da autora.

A ativacdo e o aumento da atividade proteolitica da enzima rCPB2.8 frente a
ligacdo com alguns compostos da série pode estar relacionada com a preferéncia
destes compostos em se ligar a outros sitios de interacdo da enzima, conhecidos
como sitios alostéricos. Os sitios alostéricos sdo conhecidos por causar mudancas
conformacionais no sitio ativo quando induzidos pela acdo de uma molécula ligante,
fazendo com que a enzima se ligue mais fortemente a seu substrato, podendo levar
a ativacdo e aumento da atividade da enzima, ou a sua inibicdo por impedir a ligacdo
com o substrato.

Na busca por cavidades na superficie da enzima rCPB2.8 utilizando o pelo
programa SiteMaps, descrito por Schrédinger (2015e) da plataforma Schrodinger
foram encontrados trés possiveis sitios de interagdo com micromoléculas,
destacados na Figura 64 em verde. Dentre as cavidades estudadas, uma
apresentou um perfil de interacdo similar ao obtido nos estudos in vitro que
resultaram no aumento da atividade proteolitica da enzima rCPB2.8, e pode
caracterizar uma possivel interacdo dos compostos da série com um sitio alostérico
da enzima rCPB2.8. Esta cavidade possivelmente esta localizada na regido do
residuo de lisina LYS159, préxima ao sitio ativo, e estd destacada em verde escuro

na Figura 64 ancorada com o composto SBM4.
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Figura 64 - Perfil de interagcdo entre o composto SBM4 e uma das cavidades de interagao da
enzima rCPB2.8. A) Superficie da enzima rCPB2.8 demonstrando o sitio ativo e
os 3 sitios de interagdo previstos pelo programa SiteMap da plataforma
Schodinger destacados de verde, com ampliacao do sitio com melhor perfil de
interacdo de ancoragem do composto SBM4. B) Potencial de superficie
eletrostéatica da enzima contendo o ligante SBM4 no sitio alostérico de melhor
interacao com o ligante (escala de -70,232 [negativo, vermelho] a 70,232
[positivo, azul]). C) Ligante SBM4 formando uma intera¢éo de hidrogénio com o
residuo LYS159 no sitio alostérico.

A Sitio

Fonte: Da autora.

A Tabela 11 lista os valores de GlideScore obtidos no estudo de ancoramento
molecular utilizando o sitio alostérico da proteina rCPB2.8 de Leishmania com

melhor perfil de interagcdo com os compostos da série.
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Tabela 11 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores de
energia de interacdo (GlideScore), em ordem decrescente, entre as moléculas
da série proposta e um dos sitios alostérios da enzima rCPB2.8, niUmero de
interacBes de hidrogénio e os residuos que participam desta interacao, boas
interacbes de van der Waals, interacdes cation-1r e 1-stacking.

Glide Residuos
Interacdo | de AA que Boas Interagcéo ~
. Score . ~ Interacao
Ligante (Kcal de fazem interacdes ™ cation T
-1, | hidrogénio |interagcdo de| de vDW | Stacking
mol™) ¥
N ASP64, LEU161,
Pentamidina -6,868 4 GLY158, CYS204 282 0 0
Intermediario GLY158, LYS159,

5 -5,820 4 GLN160 273 0 0
SBM4  -5753 1 LYS159 371 0 0
SBM9  -5431 1 LYS159 332 0 1
SBM 13  -5,252 2 LEU205, GLU208 261 0 0
SBM 11 -4,997 1 LYS159 308 0 0
SBM2  -4,960 3 LYS159, GLN160 242 0 0
SBM 5 -4,948 2 LYS159, CYS204 346 0 0
SBM 10 -4,917 1 GLU208 240 1 0
SBM8  -4,816 1 LYS159 311 0 1

LYS159, CYS204,
SBM3  -4,165 3 LEL205 246 0 0

Fonte: Da autora.

De acordo com os valores de GlideScore as moléculas que apresentaram
maior interacdo com o sitio alostérico estudado foram o intermediario 2 e o0s
compostos SBM4 [CH3], SBM9 [CF3] e SBM13 [NH;]. Dentre elas apenas a
molécula SBM13 ndo exerceu um aumento da atividade da enzima rCPB2.8, sendo
gue o intermediario 2 e o composto SBM4 promoveram a ativacdo desta enzima
tanto nos estudos in vitro quanto teve bons resultados de interagdo com o sitio
alostérico nos estudos in silico.

Pela analise do perfil de interacdo no sitio alostérico estudado € possivel
verificar maior afinidade deste por moléculas menores e com maior lipofilicidade. O
logP calculado para as moléculas SBM4, SBM8 e SBM9 foram 3,609; 3,867 e 4,292,

respectivamente, caracterizando-as como as moléculas mais lipofilicas da série.
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6.3.7 Ancoramento molecular utilizando a proteina CRK3

O inibidor SFC conhecido por inibir a enzima CDC2 humana, presente na
estrutura cristalografica cocristalizado com esta enzima (codigo PDB: 2R3l), foi
estudado para se avaliar sua afinidade com a enzima CRK3 de Leishmania, devido a
similaridade entre as duas enzimas. A molécula SBM2 [H], listada na Tabela 12,
apresentou valor de GlideScore melhor que aquele observado com o farmaco
Pentamidina, provavelmente devido ao maior numero de interacdes boas de van der
Waals; porém menor que o apresentado pelo inibidor (SFC).

A Tabela 12 lista os valores de GlideScore observados no estudo de

ancoramento molecular utilizando a proteina CRK3 de Leishmania.

Tabela 12 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores de
energia de interacdo (GlideScore), em ordem decrescente, entre as moléculas
da série proposta e a enzima CRK3, o nimero de interagdes de hidrogénio e e
0s residuos que participam desta interacdo, interacdes de van der Waals,
interacdes tipos cation-1 e 1T-stacking.

Glide |Interacdo | Residuos de ~
Boas Interacao ~
L Score de aa que fazem | . ~ Interagéo
igante : ~ .| ~ interacoes ™ o
(Kcal. |hidrogéni| interacéo de . cation
1 de vDW | Stacking
mol™) o] H
LYS33, VALS3,
SFC -8,095 4 LYS89 331 0 0
THR14, TYR15,
SBM2  -7,201 2 ASN 131 418 1 0
Pentami LEU10, GLU12,
dina -6,887 5 ASP86, GLU161 252 0 0
SBM4  -6,472 0 382 0 0
SBM11 -6,343 0 326 0 0
SBM13 -6,341 1 THR14 319 0 0
SBM8  -5,785 0 345 0 0
SBM5  -5,599 0 360 0 0
SBM10 -5,509 1 ALA130 389 0 0
SBM3  -5,462 2 ARG20, TYR82 350 0 0
SBM9  -5,345 0 289 0 0

Fonte: Da autora.

A hidroxila do residuo de aminoacido THR14 participa da interacdo entre a
enzima CRK3 e os ligantes SBM2 [H] e SBM13 [NH;] por ligacdo de hidrogénio, e
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faz parte do sitio de ligacdo do ATP na enzima, essencial para sua atividade
(WALKER et al., 2011). A ocupacao da regido localizada entre o residuo THR14 pelo
ligante pode resultar na reducao da atividade desta enzima.

As Figuras 65 e 66 demonstram as interacdes e 0s residuos envolvidos em
cada ancoramento molecular observado entre a enzima CRK3 e as 5 melhores

substancias.
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Figura 65 - Estrutura tridimensional representando as interacdes de hidrogénio (reta
pontilhada de cor laranja), assim como a distancia entre os atomos que
participam desta interagdo, e esquema 2D demonstrando interagdes entre

residuos da enzima CRK3 e as moléculas com melhor GlideScore: A) SBM2, B)
SBM4 e C) SBM11.
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Figura 66 - Estrutura tridimensional representando as interacdes de hidrogénio (reta
pontilhada de cor laranja), assim como a distancia entre os &tomos que
participam desta interagdo, e esquema 2D demonstrando interagdes entre
residuos da enzima CRK3 e as moléculas com melhor GlideScore: A) SBM13 e
B) SBMS.
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Fonte: Da autora.

Os compostos que apresentaram melhor afinidade com a enzima CRKS3
levando-se em consideracdo o valor de GlideScore sdo compostos pouco
volumosos, doadores de elétrons para o anel aromatico (SBM2 [H], SBM4 [CHj3],
SBM5 [OCH3] e SBM13 [NH3]), podendo exercer acdo receptora de ligacdo de
hidrogénio (SBM11 [F] e SBM8 [Br]) ou doadora de ligacdo de hidrogénio (SBM13
[NH2]). Este perfil de atividade condiz com o resultados de atividade leishmanicida in

vitro, de um modo geral.
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A Figura 67 ilustra a superficie da enzima CRK3 ligada ao composto SBM2
apresentando a fenda onde se localiza o sitio ativo. O ligante se encontra ancorado
completamente na fenda, possibilitando uma maior interacéo entre ele e o receptor,
constituida em sua maior parte de um potencial positivo na regido de interacdo com

este ligante.

Figura 67 — Potencial de superficie eletrostatica da enzima CRK3 ligada ao
composto SBM2 (escala de -70,232 [negativo, vermelho] a 70,232
[positivo, azul]).

Fonte: Da autora.

6.3.8 Estudo de ancoramento molecular utilizando a proteina CDC2 de humano

Com o objetivo de se evitar efeitos adversos indesejaveis devido a
possibilidade de existir baixa seletividade dos compostos propostos com a enzima
alvo em relacdo a enzima humana, ja que as enzimas CRK3 de Leishmania e CDC2
humana possuem aproximadamente 57% de identidade, buscou-se verificar a
afinidade entre as moléculas propostas e a enzima CDC2 humana com c6digo PDB

2R3l por estudos de ancoramento molecular.
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A Tabela 13 lista os valores de GlideScore das melhores poses de todas as
moléculas da série proposta obtidos no estudo de ancoramento molecular utilizando

a proteina CDC2 humana.

Tabela 13 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores de
energia de interacdo (GlideScore) entre as moléculas da série proposta e a
enzima CDC2 humana, o numero de interacdes de hidrogénio, numero de
interacao ibnica, interagbes de van der Waals, interacdes tipos cation-1r e -

stacking.
Glide Residuos de
Interacao AA que Boas Interacao ~
. Score . ~ Interacédo
Ligante (Kcal de fazem interacdes 1L cation Tr
. | hidrogénio| interacdo de | de vDW | Stacking
mol-1) ¥

SBM13  -8,825 1 THR14 514 1 1
SBM4 -8,770 1 LEUS3 466 0 0
SBM10  -8,472 1 GLN131 467 0 0
SBM3 -8,434 1 LYS89 393 0 0
SBM2 -8,405 2 LYS89, ASN132 396 0 0

GLUS, GLU12,
Pentamidina -8,403 5 GLU162, 207 0 1

LEU298

LYS33, LEUSS,
SBM5 -7,810 3 LYS89 399 0 0
SBM11  -7,600 1 LEUS83 394 0 0
SBM9 -7,482 2 LEU83, ASP86 370 0 0
SBM8 -7,458 1 LYS33 431 0 0

Fonte: Da autora.

Os estudos de ancoramento molecular utilizando a enzima CDC2 humana
permite observar que as moléculas propostas possuem afinidade com esta enzima,
e a escolha de uma molécula como protétipo a farmaco leishmanicida deve ser
criteriosa.

Estudos in vitro demonstraram citotoxicidade em macrofagos de
camundongos exercida por alguns compostos da série. Os compostos SBMS8 [Br] e
SBM11 [F] foram menos toxicos nos testes de citotoxicidade e apresentaram maior
valor de GlideScore nos estudos in silico, com menor afinidade por esta enzima,
quando comparados aos outros compostos.

N&o é possivel inferir que a citotoxicidade demonstrada pelos compostos
provéem da afinidade destes pela enzima CDC2, poréem as ferramentas de
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ancoramento molecular possibilitariam o estudo e o planejamento de substancias
com maior seletividade pela enzima CRK3 de Leishmania e menor toxicidade frente
a interacdo com a enzima CDC2, a partir de estudos dos diferentes residuos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima CRK3 e que ndo sdo encontrados

na enzima humana.
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7 CONCLUSAO

Os ésteres de base de Mannich do eugenol (SBM2-SBM13) foram
sintetizados com rendimentos variaveis e suas estruturas foram caracterizadas por
determinacdo de suas faixas de fusdo, fator de retencdo em cromatografia em
camada delgada, espectroscopia de absor¢cao na regido do IV, por RMN e EM.

Os compostos apresentaram resultados de propriedades fisico-quimicas
desejaveis nos estudos tedricos, indicando boa solubilidade e permeabilidade em
membranas pela administragdo via oral. Porém, a alta lipofilicidade e o alto peso
molecular apresentado pelos compostos SBM9 e SBM10, em relacdo aos demais
compostos, pode ser o fator responsavel pela baixa atividade antipromastigotas in
vitro apresentada por estes.

Os compostos da série apresentaram atividade antipromastigota satisfatoria,
com excessao dos compostos SBM9 e SBM10. O estudo biolégico permitiu verificar
gue os compostos SBM2, SBM3, SBM4, SBM5, SBM8, SBM11 e SBM13 possuem
atividade leishmanicida. A presenca de um grupamento volumoso como O grupo
terc-butila no anel p-dissubstituido néo foi favoravel para que o composto SBM10
apresentasse atividade leishmanicida. Compostos contendo grupamentos doadores
de elétrons ao anel aromatico p-dissubstituido pelo efeito de ressonéancia
apresentaram uma atividade leishmanicida de magnitude ligeiramente maior que
agueles contendo grupamentos retiradores de elétrons devido ao aumento da
densidade eletronica neste anel e possibilitando uma interagdo mais forte do tipo -
stacking e cation-1r.

Nos estudos de inibicdo da atividade enzimatica da enzima rCPB2.8 apenas o
composto SBM3 apresentou atividade significativa na concentracdo de 100 uM,
reduzindo 88% da atividade da enzima rCPB2.8 nesta concentragdo. A possivel
interacdo da enzima rCPB2.8 com grupamentos carregados positivamente ja foi
descrita devido a presenca de uma aminoéacido glutamato (GLU205) flexivel e pode
ser responsavel pela afinidade entre o composto SBM3, que contém um nitrogénio
com carga formal positiva no grupamento nitro. Os compostos SBM2, SBMS5,
SBM10, SBM11 e SBM13 apresentaram atividade inibitoria baixa, com inibicdo de
4,3; 7,2; 3,8; 28,3 e 2,2%, respectivamente, da atividade da enzima rCPB2.8

também na concentracdo de 100 uM.
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A ativagdo da enzima rCPB2.8 exercida pelos compostos intermediario 2,
SBM4, SBM8 e SBM9 pode estar relacionada com a interacdo destes compostos
em um sitio alostérico, o que levaria a uma alteracdo conformacional no sitio ativo
com o aumento da catalise enzimatica e aumento da velocidade de reacdo. Dentre
as cavidades estudadas pelo programa SiteMap (Schrodinger), uma apresentou um
perfil de interac&o similar ao observado nos estudos in vitro que resultou no aumento
da atividade proteolitica da enzima rCPB2.8. Esta cavidade esta localizada na regido
do residuo de LYS159, proxima ao sitio ativo, e apresenta maior afinidade por
moléculas menores e com maior lipofilicidade.

O composto SBM3 demonstrou toxicidade, entretanto a toxicidade e o
potencial carcinogénico exercida por nitrobenzenos ja € conhecida. Apenas 0s
compostos halogenados SBM8 e SBM11 apresentaram baixa citotoxicidade e alto
valor de indice de seletividade.

Por meio dos estudos de modelagem molecular realizados foi possivel validar
os alvos enzimaticos escolhidos como alvos promissores para os estudos de
protétipos a farmacos leishmanicidas, o que pode levar a resultados equivalentes
entre estudos farmacoldgicos in vivo e os estudos de ancoramento molecular. Os
resultados obtidos por ancoramento molecular permitem inferir que a série de
substancias propostas apresentou um perfil leishmanicida promissor como inibidores
das enzimas estudadas e podem suscitar o desenvolvimento de uma nova série de
inibidores correlatos.

A presenca do grupamento carbonila foi essencial para interagdo entre os
compostos da série e as enzimas arginase, tripanotiona sintetase e rCPB2.8
(enzimas da classe hidrolases e proteases) nos estudos de ancoragem molecular. O
sitio ativo destas enzimas € caracterizado por apresentar uma superficie
eletrostatica negativa, possibilitando a interacdo destas com moléculas carregadas
positivamente ou com regides de baixa densidade eletrénica.

O resultado de ancoragem molecular que mais se aproximou com O0S
resultados in vitro antipromastigota foi o ancoramento com a enzima CRK3, que
possui afinidade com os compostos da série pouco volumosos, doadores de elétrons

para o anel para-dissubstituidos.
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APENDICES

APENDICE A - Espectros de absorc&o na regido do infravermelho.
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APENDICE B - Espectros de ressonancia magnética nuclear.
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SBMO (CDCls, 75 MH2).
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SBM10 (CDCl3, 75 MHZz).
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Espectro 28 - Espectro de RMN de *H da substancia SBM13 (CDCls;, 300 MHz).
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APENDICE C - Espectros de massas.

Performance
Data: 3BM20001.A2[c] 22 Jun 2017 14:13 Cal: SBL_tof 22 Jun 2017 14:12
Shimadzu Biotech Aama Performance 2.9.3.20110624: Mode Reflectron, Power: 80, P.BExt. @ 100 (bin 48]
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Espectro 30 - Espectro de massas da substancia SBM2.
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Data: SBM30001.A3[c] 22 Jun 2017 14:33 Cal: SBL_tof 22 Jun 2017 14:12

Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9 3 20110624 Mode Reflectron, Power: 80, P.Ext. @ 100 {bin 43)
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Espectro 31 - Espectro de massas da substancia SBM3



Ferformance
Data: SBM40002.B4[¢] 22 Jun 2017 15:13 Cal: SBL_tof 22 Jun 2017 14:12
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9 3 20110624 Mode Reflectron, Power: 80, P Ext @ 100 (bin 45)
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Espectro 32 - Espectro de massas da substancia SBM4
Data: SBM50001 C2[c] 22 Jun 2017 15:32 Cal: SBL_tof 22 Jun 2017 14:12
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9.3. 20110624 Mode Reflectron, Power: 80, P.Ext. @ 100 (bin 48)
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Espectro 33 - Espectro de massas da substancia SBM5.
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Ferformance
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Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9.3,20110624: Mode Reflectron, Power: 80, P.Ext. @ 100 (bin 48)
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Espectro 34 - Espectro de massas da substancia SBM8.
Performance
Data. SBM90001.A8[c] 26 Jun 2017 &.20 Cal: SBL_tof 22 Jun 2017 14.12
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9.2.20110624: Mode Reflectron, Power: 80, P Ext. @ 100 {bin 48)
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Espectro 35 - Espectro de massas da substancia SBM9.
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Espectro 36 - Espectro de massas da substancia SBM10.
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Espectro 37 - Espectro de massas da substancia SBM11.
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Espectro 38 - Espectro de massas da substancia SBM13.
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APENDICE D - Contetido dos arquivos de parametros .MDP

Minimizacéo (EM.mdp)
title = Minimization; Title of run

; Parameters describing what to do, when to stop and what to save

integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)
emtol =1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 10.0 kJ/mol
emstep =0.01 ; Energy step size

nsteps =100 ; Maximum number of (minimization) steps to perform
energygrps = Protein ; Which energy group(s) to write to disk

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the
interactions

nstlist =1 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
ns_type =grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)

rlist =12 ; Cut-off for making neighbor list (short range forces)
coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions

rcoulomb =12 ; long range electrostatic cut-off

rvdw =12 ; long range Van der Waals cut-off

pbc = Xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints =none ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; For exact run continuation or redoing part of a run

init_step =0

; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate)
simulation_part =1

: mode for center of mass motion removal

comm-mode = Linear

; number of steps for center of mass motion removal

nstcalcenergy =1

Equilibracdo NVT (NVT.mdp)

define  =-DPOSRES -DPOSRES-LIG ; position restrain the protein and ligand
; Run parameters

integrator = sd ;

nsteps =250000 ;2 * 50000 = 100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstxout =100 ; save coordinates every 0.2 ps
nstvout =100 ; save velocities every 0.2 ps
nstenergy = 100 ; save energies every 0.2 ps

nstog =100 ; update log file every 0.2 ps
energygrps = Protein

; Bond parameters

continuation =no ; first dynamics run



constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = h-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs iter =1 ; accuracy of LINCS
lincs_order =4 ; also related to accuracy

; For exact run continuation or redoing part of a run

init_step =0

; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate)
simulation_part =1

; mode for center of mass motion removal

comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal

nstcalcenergy =5

; Neighborsearching

ns_type =grid ; search neighboring grid cells

nstlist =20 ;10 fs

rlist =12 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)

rcoulomb =1.2 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.12 ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale : modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 01 ; time constant, in ps

ref t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl =no ; no pressure coupling in NVT

; Periodic boundary conditions

pbc = Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction
DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme
; Velocity generation

gen_vel =yes ; assign velocities from Maxwell distribution
gen_temp =300 ; temperature for Maxwell distribution
gen_seed =-1 ; generate a random seed

Equilibracdo NPT (NPT.mdp)

define  =-DPOSRES -DPOSRES-LIG ; position restrain the protein and ligand
; Run parameters

integrator = sd :

nsteps =250000 ;2 *50000 = 100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstxout =100 ; save coordinates every 0.2 ps
nstvout =100 ; save velocities every 0.2 ps
nstenergy = 100 ; save energies every 0.2 ps

nstltog =100 ; update log file every 0.2 ps
energygrps = Protein

; Bond parameters

continuation =no ; first dynamics run
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constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = h-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs iter =1 ; accuracy of LINCS
lincs_order =4 ; also related to accuracy

; For exact run continuation or redoing part of a run

;init_step =0

; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate)
;Ssimulation_part =1

; mode for center of mass motion removal

comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal

nstcalcenergy =5

Id_seed = -1

; Neighborsearching

ns_type =grid ; search neighboring grid cells

nstlist =5 ; 10 fs

rlist =12 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)

rcoulomb =1.2 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw =12 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.12 ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale : modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 01 ; time constant, in ps

ref t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; unifromscaling of box vectors

tau_p =20 20 ; time constant, in ps

ref p =1.0 1.0 ; reference pressure, in bar

refcoord-scaling = com ; restraint absolute

compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar®-1
; Periodic boundary conditions

pbc = Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction
DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme
; Velocity generation

gen_vel =no ; velocity generation off after NVT
gen_temp =300 ; temperature for Maxwell distribution
gen_seed =-1 ; generate a random seed

Simulagédo DM (DM.mdp)

; Run parameters

integrator = md ; leap-frog integrator
nsteps  =5000000 ;2 * 1000000 = 1000 ps
dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstxout =0 ; save coordinates every
nstvout =0 ; save velocities every

nstenergy =200 ; save energies every 0.4 ps
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nstltog =200 ; update log file every 0.4 ps

nstxtcout =200 ; write .xtc trajectory every 0.4 ps

energygrps = Protein

; Bond parameters

continuation =no ; first dynamics run

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = h-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; For exact run continuation or redoing part of a run

;init_step =0

; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate)
;simulation_part =1

: mode for center of mass motion removal

comm-mode = Linear

; number of steps for center of mass motion removal

nstcalcenergy =5

Id_seed = -1

; Neighborsearching

ns_type =grid ;search neighboring grid cells

nstlist =5 ;10 fs

rlist =12 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)

rcoulomb =1.2 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.12 ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale : modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 01 ; time constant, in ps

ref t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; unifromscaling of box vectors

tau_p =20 20 ; time constant, in ps

ref p =1.0 1.0 ; reference pressure, in bar

;refcoord-scaling = com ; restraint absolute

compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar®-1
; Periodic boundary conditions

pbc = Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme
; Velocity generation

gen_vel =no ; velocity generation off after NVT



