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RESUMO

As doencas negligenciadas configuram um grande problema de satde publica mundial,
quantificando um total de 1 bilhdo de pessoas acometidas por algum tipo de infeccdo de
origem bacteriana, viral ou parasitaria. Dentre elas, podemos destacar a Doenca de Chagas,
causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, a qual acomete mais de 8 milhdes de pessoas em
todo o mundo. No intuito de se descobrir novos compostos ativos capazes de combater o T.
cruzi de maneira eficaz, desenvolvemos neste trabalho a sintese de novos prototipos de
farmacos tiofeno-2-tioureicos e 2-iminotiazolidinicos racionalmente planejados com potencial
atividade antichagasica, avaliagdo bioldgica e estudo de docking. Para a sintese dos
compostos planejados, partiu-se de derivados tiofenos polissubstituidos, sintetizados via
reacdo de Gewald, os quais foram convertidos em derivados tioureicos e, em seguida,
ciclizados com cinco diferentes di-eletréfilos, gerando derivados tiofeno-2-
iminotiazolidinicos. Os intermedidrios e compostos finais foram sintetizados com
rendimentos entre 40 e 98%, e caracterizados por RMN. Para o estudo de docking,
inicialmente foi realizada a minimizacdo das energias dos ligantes pelo software ArgusLab®,
usando o método AM1, e aplicando os softwares AutoDock Tools® e AutoDock Vina®,
empregando o método de Gasteiger. Todos os compostos foram submetidos a avaliagdo in
vitro de suas atividades anti-T. cruzi, e a série mais ativa foi selecionada para ensaio de
citotoxicidade (MTT) em células da linhagem J774. Foi possivel determinar as enzimas
envolvidas nos provaveis mecanismos de acao para os ligantes. Foi observado que, em 50%
dos casos, a enzima TcDHFR é o principal alvo dos novos composto, em formas amastigotas.
Os ensaios farmacoldgicos em formas amastigotas e tripomastigotas, linhagem de células
C2C12 e MK2 funcionaram como métodos de validacdo dos estudos tedricos. O composto 3d,
provavelmente desenvolve seu mecanismo de acao atravées da inibicdo da enzima TcTS (ICso=
10.3 uM), em formas tripomastigotas do parasito. Ja 0 composto 7c,possivelmente atua por
meio da inibicdo da enzima TcDHFR (ICso= 9.2 uM) em formas amastigotas. Em adicional,
foi proposto que o composto 7b desenvolve sua atividade através da inibicdo da enzima
TcDHFR (ICs0= 5.0 uM). Por fim, foi verificado que os compostos mais ativos obtidos neste
trabalho se mostraram mais eficientes do que o farmaco benznidazol, padrdo-ouro utilizado na
clinica farmacologica da doenca de Chagas, além destes apresentarem baixa citotoxicidade
(CCsp> 100 puM).

Palavras-chaves: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Docking. Tiofeno. Tiazolidina.



ABSTRACT

Neglected diseases constitute a major public health problem worldwide, quantifying a total of
1 billion people suffering from some kind of infection of bacterial, viral or parasitic origin.
Among them, we can highlight Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi,
which affects more than 8 million people around the world. In order to discover new active
compounds against T. cruzi, developed herein the synthesis of new prototypes of thiophene-2-
thioureic and 2-iminothiazolidine rationally designed with potential antichagasic activity,
biological evaluation and study docking. Initially, the start material was the polysubstituted
thiophene derivatives synthesized via Gewald reaction, which were converted into thioureic
derivatives and then cyclized with five different electrophiles, generating thiophene-2-
iminothiazolidine derivatives. The intermediates and final compounds were synthesized in
yields between 40 and 98%, and characterized by NMR. For docking study was initially
performed by minimizing the energy of the ligands by ArgusLab® software, using AM1, and
applying the software AutoDock Tools® and AutoDock Vina®, using the Gasteiger method.
All compounds were evaluated in the anti-T. cruzi assays, in vitro, and the most active serie
was selected for the cytotoxicity assay (MTT) in J774 cell line. It was possible to determine
the enzymes involved in the probable mechanisms of action for the ligands. It has been
observed that in 50% of cases, TcDHFR enzyme is the main target of the new compounds, in
amastigotes. The pharmacological tests in amastigotes and trypomastigotes, line of C2C12
and MK2 cells was established as validation for the theoretical studies. The compound 3d
probably develops its mechanism of action by inhibition of the enzyme TcTS (ICsp= 10.3 uM)
in trypomastigotes of the parasite. Since the compound 7¢ possibly acts by inhibition of the
enzyme TcDHFR (ICs= 9.2 uM) in amastigotes. In additional, it was proposed that the
compound 7b carries out its activity by inhibition of the enzyme TcDHFR (ICso = 5.0 pM).
Finally, it was observed that the most active compounds obtained in this study were more
effective than the benznidazole, gold standard drug used in pharmacotherapy clinical of the
Chagas disease, additionally has a low cytotoxicity (CCso> 100 uM).

Key-words: Chagas Disease. Trypanosoma cruzi. Docking. Thiophene. Thiazolidine
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1 INTRODUCAO

Atualmente, as doencas negligenciadas séo responsaveis pelo adoecimento de mais de
1 bilhdo de pessoas em todo o mundo. Deste total de enfermos, 8 milhdes sdo decorrentes da
infeccdo pelo parasito Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas (MOREIRA et al.,
2014; SERAFIM et al., 2014; PAPADOPOULOU et al., 2014).

Apls mais de cem anos da descoberta desta patologia, ainda hoje a terapia
farmacologica empregada ndo é totalmente eficiente. Tal fato é proveniente de mecanismos
que o parasito desenvolve para garantir sua sobrevivéncia no organismo do hospedeiro. Estes
mecanismos estdo diretamente relacionados a resisténcia do parasito frente aos farmacos
antichagasicos e as infeccdes recorrentes (SERAFIM et al., 2014; KRYSHCHYSHYN et al.,
2014; CARDOSO et al., 2014).

O desenvolvimento de resisténcia em algumas cepas do T. cruzi aos farmacos padréo-
ouro, nifurtimox e benznidazol, constitui um importante problema de salde publica
atualmente (SERAFIM et al.,, 2014). Em adicdo, esses farmacos sdo produtores de
metabolitos ativos que tém a capacidade de interagir com o DNA do hospedeiro e causar
efeitos deletérios, incluindo céancer (KRYSHCHYSHYN et al., 2014, MORENO-
RODRIGUEZ et al., 2014; MERLINO et al., 2014).

A sobrevivéncia do T. cruzi nas células do hospedeiro é garantida pela existéncia de
enzimas que exercem diversos papéis, em diferentes processos como, absor¢do, penetracéo,
sobrevivéncia (mecanismo de resisténcia), infectividade, evasao ao sistema imune, nutricdo e
crescimento (KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

As principais enzimas relacionadas as atividades anteriormente citadas sdo as trans-
sialidase (TcTS), di-idrofolato redutase (TcDHFR), pteridina redutase (TcPTR), cruzaina
(TcCR), tripanotiona redutase (TcTR), hipoxantina-guanina fosforribosil transferase
(TcHPRT), fumarato redutase (TcFR), e di-idro-orotato desidrogenase (TcDHODH) (NERES
et al., 2009; MOREIRA et al., 2014; SERAFIM et al., 2014, PAPADOPOULOU et al.,
2014). Portanto, o planejamento de novos farmacos capazes de interagir com tais enzimas, de
forma efetiva, sem afetar o hospedeiro, é extremamente viavel, porém tal objetivo constitui o
principal desafio da quimica medicinal na busca de novos prototipos
antichagasicos(SCHORMANN et al., 2003; MOREIRA et al., 2014).

As modificacbes moleculares de prototipos pré-estabelecidos representam uma

estratégia bastante promissora na obtengdo de novos compostos biologicamente ativos. Esse
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processo € capaz de melhorar as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas desses
protétipos. (SERAFIM et al., 2014).

Este trabalho aborda as principais enzimas relacionadas aos ciclos infecciosos e de
resisténcia relacionados ao parasito T. cruzi, com a finalidade inicial de desenvolver
protétipos racionalmente planejados, através da analise estrutural de diversos compostos
ativos encontrados na literatura, com atividade antichagésica. Em seguida, sdo aplicadas
técnicas contidas no ambito da bioinformatica, cruzando informagdes obtidas por meio do
docking molecular, sugerindo um provavel mecanismo de acdo para 0S novos COMpPOstos
sintetizados.

Espera-se, ao final deste trabalho, desenvolver moléculas potencialmente ativas contra
0 parasito Trypanosoma cruzi, via inibicdo enzimatica, que possam ser, futuramente,
empregadas como uma nova classe alternativa de farmacos mais eficiente, menos tdxicos e de

baixos custos para a populacéo.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Atualmente, as doencas negligenciadas tropicais configuram um grande problema de
salde publica mundial, quantificando um total de 1 bilhdo de pessoas acometidas por algum
tipo de infeccdo de origem bacteriana, viral ou parasitaria (PAPADOPOULOQOU et al., 2014).

Os tripanossomas sdo parasitos protozodarios unicelulares pertencentes ao género
Trypanosoma (ordem: Kinetoplastea, Excavata) (KRYSHCHYSHYN et al., 2014), cujo é
composto por trés distintos cinetoplastideos conhecidos por causarem doengas em humanos:
leishmanioses, causado pela Leishmania, doenga do sono, causada pelo Trypanosoma brucei,
e a doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi (BILBAO-RAMOS et al., 2012; OH
etal., 2014; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Dados epidemioldgicos evidenciam que cerca 100 milhdes de pessoas estdo vivendo
em 21 paises considerados endémicos, destas 8 milhdes estdo infectadas e, ainda 41 mil novos
casos sdo reportados todos os anos (SERAFIM et al., 2014). Por conseguinte, a doenca de
Chagas tem sido considerada a enfermidade tropical “mais preocupante” da atualidade
(MOREIRA et al., 2014; SERAFIM et al., 2014; PAPADOPOULOU et al., 2014). Porém,
mesmo com tantos dados expressivos, esta patologia é considerada pela Organizacdo Mundial
de Salde, como sendo a 13% doenca tropical mais negligenciada dentre todas as outras
pertencentes a essa classificagdo (CABALLERO et al., 2014).

Os hospedeiros infectados, quando ndo tratados adequadamente, podem servir como
reservatorio para o parasito, carregando-o para regifes que ndo sdo endémicas, mas existe a
presenca de vetores, favorecendo o surgimento de casos em regides anteriormente nao
acometidas por tal enfermidade. Dessa forma, conduzindo a uma ameaga emergente para tal
regido (SCHORMANN et al., 2010; PAPADOPOULOU et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2014). Segundo Serafim e colaboradores (2014), atualmente varios casos estdo sendo
reportados em paises ndo endémicos, a exemplo do Japéo, Australia e Espanha.

A incidéncia da doenga vem sendo controlada atraves de medidas simples como a
eliminacdo do vetor com inseticidas e avaliagdo soroldgica de pacientes (CAPUTTO et al.,
2011).
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2.1 Transmissao, Ciclo Bioldgico e Patogenia

A doenca de Chagas é transmitida para humanos por diversas maneiras, dentre elas,
picada do inseto triatomineo hematdfago, transfusdo sanguinea com sangue infectado
(SCHORMANN et al., 2003; NERES et al, 2009; SCHORMANN et al., 2010;
KRYSHCHYSHYN et al., 2014), transplante de 6rgdos, ou de mée para o filho, durante o
periodo gestacional (SCHORMANN et al., 2010; PAPADOPOULOU et al., 2014).

O T. cruzi é transmitido principalmente através das fezes do inseto Triatoma infestans
(Figura 1), conhecido popularmente como barbeiro, infectado durante o repasto sanguineo, ou
através das membranas mucosas, ou seja, através da ingestdo de alimentos e/ou éagua
contaminada, o0 que na maioria dos casos, geram surtos da doenca (PINHEIRO, 2012;
MILLER Il & ROITBERG, 2013; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Figura 1 — Inseto Triatoma infestans, principal vetor responsavel pela transmissdo da doenca de
Chagas.

Fonte: PINHEIRO, 2012.

O parasito se multiplica nas células do hospedeiro, sob a forma amastigota (Figura 2A)
que, posteriormente, se diferencia na forma infecciosa, tripomastigota (Figura 2B), onde tais
formas sdo liberadas ap0ds a ruptura da célula do hospedeiro, dando continuidade ao ciclo
bioldgico (Figura 3) (KRYSHCHYSHYN et al., 2014).
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Figura 2 — Principais formas evolutivas do Trypanosoma cruzi em células do hospedeiro.

Fonte: BERN et al., 2009. (EDITADO).

Nota: Em A, ninho de formas amastigotas, corado por hematoxilina/eosina. Em B, ninho de formas amastigotas

e tripomastigotas, corado por hematoxilina/eosina.

Figura 3 — Ciclo biolégico do parasito.

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi
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Fonte: PINHEIRO, 2012.
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A infeccdo se divide em dois estagios: inicial (agudo) e crénico (SOARES et al., 2012;
PAPADOPOULOU et al., 2014). Durante o estagio inicial alguns pacientes podem ser
assintomaticos, nesses casos, comumente ndo ocorre o diagndstico adequado da doenca. As
mais importantes manifestacbes clinicas da fase crbnica sdo insuficiéncia cardiaca
(cardiomiopatia Chagésica e arritmias, em 90 % dos casos) e sindromes gastrointestinais
(megaesdfago e megacolon) (Figura 4) (FREYMANN et al., 2000; ESTEVEZ et al., 2011;
PAPADOPOULOU et al., 2014).

Figura 4 — Radiologia de es6fagos de pacientes em diferentes estagios da doenca.

Gl R ol Gl [ = ] & & & GIV

Fonte: SOUZA et al., 2013.

Nota: Em Gl, fase inicio do estagio cronico. Em Gl1 e Glll, evolucdo do quadro cronico. Em GIV, estagio

crénico avangado.

As lesbes durante a fase cronica estdo associadas a circulacdo do parasito no
organismo do hospedeiro. Alguns dados recentes mostram que o periodo de circulagcdo do
parasito esta diretamente relacionado com os efeitos deletérios da doenca. Portanto, o sucesso
do tratamento depende da total eliminacdo do T. cruzi do organismo do hospedeiro
(KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

2.2 Farmacologia do Trypanosoma cruzi

A descoberta da doenca de Chagas tem mais de 100 anos, e ainda a terapia
farmacoldgica antichagasica ndo € completamente efetiva (SERAFIM et al., 2014;
KRYSHCHYSHYN et al., 2014; CARDOSO et al., 2014).

Os farmacos estabelecidos como padrdo-ouro para o tratamento clinico da doenca sao
eficazes quando administrados na fase aguda da doenca (SCHORMANN et al., 2003; NERES
et al., 2009; SCHORMANN et al., 2010; MOREIRA et al., 2014; SERAFIM et al., 2014),
s30 estes, Nifurtimox (NFx) — Lampit® e Benznidazol (BnZ) — Rochagan® (Figura 5) (NERES
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et al., 2009; SERAFIM et al., 2014; KRYSHCHYSHYN et al., 2014; CARDOSO et al.,
2014).

Figura 5 — Principais farmacos empregados na terapia antitripanossomal.
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Fonte: KRYSHCHYSHYN et al., 2014 (EDITADO).

O NFx e o BnZ atuam aumentando as espécies radicalares (principalmente, anion
superéxido O,-" e H,0,), produzindo metabdlitos eletrofilicos, bem como, aumentando o
consumo de oxigénio pelo parasito. Porém, no caso do BnZ, este é capaz de gerar metabo6litos
que interagem com 0 DNA do hospedeiro, causando severos efeitos adversos, dificultando a
adesdo do paciente ao tratamento (KRYSHCHYSHYN et al., 2014; MORENO-
RODRIGUEZ et al., 2014; MERLINO et al., 2014). Dentre os efeitos indesejaveis podem ser
citados anorexia, vomitos e polineuropatia periférica (CABALLERO et al., 2014).

Pouco mais de 80% dos pacientes em estagio crénico, tratados com tais farmacos, ndo
atingem a cura completa, ou seja, 0 NFx e BnZ ndo séo eficazes em acabar com a carga
parasitaria do hospedeiro (SERAFIM et al., 2014; OH et al., 2014).

Atualmente, existe uma tendéncia em combinar farmacos na terapia clinica de
pacientes portadores da doenca de Chagas, com a finalidade de evitar o surgimento de cepas
resistentes de T. cruzi (MOREIRA et al., 2014).
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Alguns novos candidatos a farmacos tém apresentado um bom espectro de agdo
antichagasico, tendo como alvo a via da biossintese do ergosterol, exemplos, posaconazol (1)
e ravuconazol (2), porém ainda estdo em fase de testes clinicos (CARDOSO et al., 2014).

O posaconazol (1) tem como alvo a enzima esterol-14a-desmetilase (CYP51), porém o
mecanismo de acdo desse farmaco ndo esté totalmente elucidado. Além disso, o posaconazol
(1) falhou em eliminar o parasito em ensaios experimentais em primatas. Ademais, inibidores
do CYP51 sdo capazes de inibir outras enzimas importantes para o metabolismo de outros
farmacos como, por exemplo, a via do CYP3A4 (PAPADOPOULOQOU et al., 2014).
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2.3 Enzimas do Trypanosoma cruzi como alvo para planejamento de novos protétipos
antichagasicos

2.3.1 Enzima trans-sialidase (TcTS)

A busca por novos farmacos anti-T. cruzi é extremamente importante, pois ndo ha
farmacos eficazes para o tratamento de pacientes em estagio crénico. Um importante alvo de
estudo para o planejamento de novos protétipos com acdo antichagasica € a enzima trans-
sialidase (TcTS) (NERES et al., 2009). Tal enzima tem a importante funcdo de evitar que a
resposta do sistema imune do hospedeiro destrua o parasito. Essa enzima transfere residuos de
acido sialico (3) para a superficie do parasito, garantindo a sobrevivéncia deste
(BUSCHIAZZO et al., 2002; NERES et al., 2009; MILLER 1Il & ROITBERG, 2013;
KUMAR et al., 2014).
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O sitio ativo da TcTS exibe algumas caracteristicas conservadas de sialidases
microbianas, incluindo a presenca de uma triade ARG35, ARG245 e ARG314, que interage
com a carga negativa do grupo carboxilato do &cido sialico. Além disso, a principal diferenca
desta sialidase para outras sialidases € a presenca de um segundo sitio, definido por dois
residuos chave, TYR119 e TRP312, que acomodam a porcao lactosil de substratos doadores e

aceptores, e que € crucial para a atividade da TcTS (Figura 6) (NERES et al., 2009).

Figura 6 — Composicao do sitio ativo para a enzima TcTS.

N N @
acceptor/donor sites

on ligand
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FONTE: NERES et al., 20009.

Nota: No lado esquerdo, sitio hidrofébico. No lado direito superior, sitio aceptor/doador no ligante. No lado

direito inferior, sitio aceptor/doador na proteina.

Os inibidores de TcTS podem ser classificados em duas categorias, miméticos do

acido sialico, ou anédlogos de substratos doadores e aceptores (NERES et al., 2009).
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O ndcleo tiofeno tem uma determinada influéncia no desempenho de compostos, no
que diz respeito a atividade antichagésica. Tal fato foi evidenciado no trabalho de Neres e
colaboradores (2009), onde o melhor composto da série apresentou um anel tiofeno em sua

estrutura (4) (ICs0270uM, igual a 84% de inibicao).

o
(4)

Ainda de acordo com Neres e colaboradores (2009), foi determinado que um bom
ligante deve ter a menor carga negativa interagindo com a triade de Argininas e, na maioria
dos casos, um grupo hidrofébico colocado entre as cadeias de TYR119 e TRP312, ocupando

0 sitio aceptor do (3) (Figura 7).

Figura 7 — Composto com anel tiofénico no sitio enzimético ativo da TcTS.

/

Tyr119

Arg35

Fonte: NERES et al., 20009.
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Ademais, a TcTS é considerada um alvo valido para o planejamento de novos
farmacos, principalmente porque ndo ha nenhuma enzima analoga no organismo humano
(MILLER 11l & ROITBERG, 2013).

2.3.2 Enzima di-idrofolato redutase (TcDHFR)

De modo geral, todos os organismos necessitam de folato. Formas reduzidas de folato
e seus derivados sdo necessarios para a sintese de biomoléculas, tais como proteinas, DNA e
RNA (SCHORMANN et al., 2010; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

A di-idrofolato redutase (DHFR) do T. cruzi (TcDHFR) é extremamente essencial ao
parasito, e representa um alvo potencial para o planejamento racional de novos farmacos anti-
T.cruzi (SCHORMANN et al., 2010; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Em geral, a acdo de farmacos sobre essa enzima encontra-se relacionada a
quimioterapia antineoplésica. Porém, a maioria dos inibidores da DHFR ¢ utilizada no
tratamento de infec¢des bacterianas e outros parasitos (SCHORMANN et al., 2010).

O trimetrexato (TMQ) (5) é o farmaco mais efetivo como inibidor da DHFR
conhecido na literatura. E extremamente eficaz na inibicdo do crescimento das formas

amastigotas e promastigotas de T. cruzi, in vitro (SCHORMANN et al., 2010).

_CHs

Um bom prototipo com acdo sobre a TcDHFR deve ser capaz de interagir com o
residuo MET49, e ndo interagir com a PHE31, pois a interagdo com este ultimo, implicaria
em uma maior afinidade pela DHFR do hospedeiro (hDHFR), causando efeitos indesejaveis
(SCHORMANN et al., 2010).

Schormann e colaboradores (2010) sintetizaram uma série de moléculas
potencialmente inibidoras da TcDHFR, porém tais moléculas demonstraram uma alta
afinidade a hDHFR. A melhor substancia sintetizada (6) apresentou ICso= 23.8 nM e Ki= 1.3
nM para a TcCDHFR; e IC5= 68.3 nM e Ki= 9.6 nM para a hDHFR. Ainda de acordo com esse
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autor, modificagBes quimicas ndo obtiveram sucesso em aumentar a atividade em TcDHFR e

diminuir em hDHFR.
GHs
o}
NT N o)
Aﬁ@q )
N 6)

2.3.3 Enzima pteridina redutase (TCPTR)

A Pteridina Redutase 1 (PTR1) é a principal enzima envolvida no resgate e redugéo de
pteridinas ndo conjugadas no T. cruzi. Em adicdo, essa enzima catalisa a reducdo do folato a
di-idrofolato (DHF) e tetraidrofolato (THF). A PTR1 é 200 vezes menos sensivel ao farmaco
antifolato, metotrexato (MTX) (7), do que a TcDHFR, o que compromete a efetividade de
outros farmacos antifolato. Essa enzima tem sido encontrada somente em parasitos da familia
Trypanosomatidae (géneros Trypanosoma e Leishmania), e em alguns patdgenos de vegetais
(SCHORMANN et al., 2003). Em geral, a TcPTR se mostra um importante alvo, combinado a
TcDHFR, para o desenvolvimento de novos farmacos tripanomicidas(SCHORMANN et al.,
2003). Existe também a PTR2, que possui 95% de similaridade com a PTR1, além de todos 0s
amino&cidos do sitio ativo desta conservados em sua estrutura (SCHORMANN et al., 2003).
A PTR2 atua apenas na pteridina reduzida e substratos de folato. Porém, tal enzima s6 é capaz
de reduzir a di-idrobiopteridina (DHB) e DHF, e ndo a biopteridina ou folato. Além disso, o
perfil de inibicdo pelo MTX para ambas (PTR1 e PTR2) é praticamente 0 mesmo
(SCHORMANN et al., 2003).

QTQAI@

CHs OH

De acordo com Schormann e colaboradores (2003), foi sintetizada uma série de
compostos analogos ao MTX (Ki= 5.52 uM e Energia de ligacdo= -45.0 kcal/mol), onde o
melhor composto (8) foi mais ativo e um pouco menos seletivo (Ki= 1.13 uM, e Energia de

ligacdo=-39.2 kcal/mol).
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2.3.4 Peptidases tripanossomatideas

As distintas espécies de tripanossomas apresentam um grande e variado numero de
peptidases intra- e/ou extracelulares. Tais peptidases executam pape€is cruciais no ciclo
bioldgico do parasito, tais como absor¢do, penetracdo, sobrevivéncia, infectividade, evasdo ao
sistema imune, nutricdo e crescimento (KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

2.3.4.1 Cruzaina (TcCR)

A Cruzaina (TcCR), a maior cisteina protease tripanossomal, esta envolvida nos
processos de invasdo, diferenciacdo e proliferacdo do parasito nas células do hospedeiro
(MOREIRA et al., 2014; SERAFIM et al.,, 2014; KRYSHCHYSHYN et al., 2014,
CARDOSO et al., 2014). E expressa em todos 0s estagios de desenvolvimento do parasito. De
modo geral, esta protease é mais expressa do que as serinas-, treoninas-, e metalo-proteases,
apresentando uma morfologia complexa, sob a forma de uma mistura de isoformas
(CAPUTTO et al., 2011). Tal enzima é responsavel por produzir substancias pro-
inflamatérias que exercem importantes papéis nas manifestacdes clinicas, anteriormente
abordadas (KRYSHCHYSHYN et al., 2014). Adicionalmente, também ¢é responsavel por
degradar as proteinas celulares do hospedeiro e contribuir com retorno da infeccdo
(MOREIRA et al., 2014).

As buscas por novos inibidores da TcCR referem-se a investigacdo de peptideos e
compostos tipo-peptideos, tais como ureias, hidrazonas, triazois e tiossemicarbazonas (Figura
8) (MOREIRA et al., 2014; CARDOSO et al., 2014).
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Figura 8 — Principais grupos encontrados em compostos recentemente desenvolvidos para a
terapia antichagasica.

S R
_N-« .
R N7 N Risy >y R2 J\ . N Rl—‘< :/(
H H H H R Ry N ST R

3

tiossemicarbazona ureia hidrazona triazol tiazolidinona

Fonte: Autor, 2014.

As tiossemicarbazonas foram inicialmente desenvolvidas como inibidores potentes de
catepsina-L, uma das principais proteases envolvidas em tumores cancerigenos. Porém,
devido a homologia e propriedades fisico-quimicas similares entre a TcCR e a catepsina-L, foi
observado que aril-tiossemicarbazonas eram potentes inibidores da enzima TcCR. Além disso,
foi determinado que o principal residuo de aminoé&cido relacionado a atividade anti-T. cruzi
nessa enzima era a CYS25 (MOREIRA et al., 2014).

Em um trabalho desenvolvido por Moreira e colaboradores (2014), foram sintetizados
compostos derivados de tiossemicarbazonas com 0s objetivos de observar o efeito de
diferentes aromaticos introduzidos ao esqueleto principal, avaliar o efeito de impedimento
estérico, o efeito espacador, e o efeito do bioisosterismo de anel (introducdo de uma

tiazolidinona a tiossemicarbazona) (Figura 9).

Figura 9 — Esqueletos quimicos relacionados a inibi¢éo da cruzaina.
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Fonte: MOREIRA et al., 2014.

Dentre estas séries, foram identificados os compostos mais ativos (10), I1Cs igual a

71.5 pM (em epimastigotas) e CCso igual a 1.4 uM (em tripomastigotas), e (11), com
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ICspigual a 2.2 uM (em epimastigotas) e CCsp igual a 1.1 uM (em tripomastigotas). Por fim,

tais compostos foram considerados como sendo equivalentes do BnZ.

H
2T o
S
S

(10)
(11)

Em paralelo, derivados contendo um anel tiazolidinona apresentam uma boa
efetividade frente & TcCR (KRYSHCHYSHYN et al.,, 2014; HARYLYUK et al., 2014;
CARDOQOSO et al., 2014). De acordo com Kryshchyshyn e colaboradores (2014), o analogo
(12) apresentou interessantes resultados em ensaios experimentais com formas epimastigotas.
Além disso, foi observado que a presenca do oxigénio (=O) do anel tiazolidinona é

fundamental para a reducdo da toxicidade as células do hospedeiro (LEITE et al., 2006).

(12)

No estudo de Leite e colaboradores (2006) foi mostrado que um determinado
composto, contendo um anel tiazolidinona, apresentou a melhor atividade dentro de uma série
de compostos anti-TcCR. Além disso, foram identificados os principais residuos relacionados
a atividade bioldgica, GLY66, MET68 e ASN69 (Figura 10).
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Figura 10 — Derivado tiazolidinico em complexo com o sitio ativo da enzima Cruzaina.
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Fonte: LEITE et al., 2006.

Nota: Em azul, ligagBes do ligante. Em laranja, ligacGes ndo pertencentes ao ligante. Em tracejado azul,
comprimento das interacdes. Atomos em preto, &tomos participantes de interacdes hidrofobicas. Meia-lua,

residuos que interagem com o ligante hidrofobicamente.

2.3.5 Enzima tripanotiona redutase (TcTR)

A tripanotiona redutase(TcTR) € um importante alvo para farmacos em
tripanossomatideos. Essa enzima, dependente de NADPH, catalisa a redugéo da tripanotiona
dissulfida ditiol em tripanotiona, desencadeando uma cascata de eventos responsaveis pela
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, esta enzima esta relacionada com
a capacidade de sobrevivéncia do parasito a farmacos geradores de espécies radicalares
(RODRIGUES et al., 2012; KUMAR et al., 2014).

O principal beneficio de utilizar essa enzima como alvo para planejamento de
farmacos é que esta apresenta uma morfologia muito diferente da enzima equivalente em

humanos, a glutationa redutase. Desse modo, é mais provavel a acdo desses farmacos sobre a
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TcTR sem que haja interferéncias sobre a glutationa redutase do hospedeiro (RODRIGUES et
al., 2012).

De acordo com Rodrigues e colaboradores (2012), em um estudo in silico mostrou que
as interagdes, via ponte de hidrogénio com a LYS60 (lisina) ¢ m-n stacking com o cofator
FAD, sdo extremamente necessarias para o desenvolvimento da atividade inibitoria sobre essa

enzima.

2.3.6 Enzima hipoxantina-guanina fosforribosil transferase (TCHGFRT)

A hipoxantina-guanina fosforribosil transferase (TCHGFRT) é uma importante enzima
do T. cruzi, responsavel pelo resgate de hipoxantina (HX) e bases guaninas (BG) dos
reservatorios (pool) de nutrientes do hospedeiro para a sintese de nucleotideos purinas
(FREYMANN et al., 2000).

A TcHGPRT catalisa a transferéncia de um residuo fosforribosil da
fosforribosilfosfato (PRPP) para uma base purina (HX ou BG) para formar um
ribonucleotideo purina, monofosfato inosina (IMP) ou monofosfato de guanosina (GMP)
(Figura 15) (FREYMANN et al., 2000).

Figura 15 — Reacéo catalisada por TCHGFRT.
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Fonte: FREYMANN et al., 2000.

Nota: A TcHGFRT catalisa a adi¢do reversivel da 6-oxopurina a posi¢do C1’ da ribose da PRPP.
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De acordo com Freymann e colaboradores (2000), alguns compostos sintetizados
(Figura 16) visando acdo sobre a enzima TcCHGFRT, sdo eficazes através de interacdes com 0s
residuos PHE164, ILE113, VAL165 e LEU170, dados comprovados em estudos
experimentais e computacionais. Ainda nessa série sintetizada, 0 composto2 mostrou ser o

candidato mais eficaz em se ligar ao sitio ativo da enzima (Figura 17).

Figura 16 — Compostos potencialmente ativos sobre a TCHGFRT.

0,
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Fonte: FREYMANN et al., 2000.

Figura 17 — Ancoragem do composto 2 na TcHGFRT.

Fonte: Adaptado de FREYMANN et al., 2000.

Nota: I, I1, I11, e IV séo as provaveis conformagdes mais estaveis do ligante na macromolécula.O residuo K143

significa LYS143.
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2.3.7 Enzima di-idro-orotato desidrogenase (TcDHODH)

Pirimidinas s@o indispensaveis para todas as formas de células. Nucleotideos
pirimidinas sdo precursores para formas ativadas de carboidratos, lipideos e nucleotideos
derivados de vitaminas (cofatores) (PINHEIRO et al., 2013).

A di-idro-orotato desidorgenase (DHODH) é uma flavoenzima que catalisa a oxidacéao
de (S)-di-idro-orotato a orotato, a quarta enzima da Unica etapa redox da via da biossintese de
novo de pirimidina (LIU et al., 2000; INAOKA et al., 2008; PINHEIRO et al., 2012, 2013).

Recentes pesquisas no campo da quimica medicinal tém demonstrado grandes
potenciais terapéuticos relacionados a essa enzima. Alguns inibidores da di-idro-orotato
desidrogenase humana(hDHODH) tém sido investigados devido sua aplicabilidade nos
tratamentos de artrites reumatoides, doencas autoimunes, cancer e psoriase. (PINHEIRO et
al., 2012, 2013).

Existem dois farmacos inibidores dessa enzima em humanos, onde se encontram em
fase de ensaios clinicos, Brequinar (14) — antitumoral e imunossupressivo; e Leflunomida
(15) — imunossupressivo e antipsoriatico (LIU et al., 2000; PINHEIRO et al., 2012, 2013).

(15)

Os aminoécidos relacionados ao desenvolvimento da atividade inibitdria sobre esse
sitio enzimatico sdo CYS131 e 150 (Figura 20). Tal fato foi comprovado através de ensaios de
ancoragem com dois compostos, o isofeniltiocianato e o 4-nitrofenilisotiocianato. Porém, este

ultimo se mostrou mais ativo frente a enzima (PINHEIRO et al.,2012, 2013).

Edeildo F. da Silva Junior



35

Figura 20 — Aminoécidos chaves no sitio de inibicdo para enzima TcDHODH.
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FONTE: PINHEIRO et al., 2013.

Nota: Em a, fenilisotiocianato. Em b, 4-nitrofenilisotiocianato.

Em humanos e algumas espécies de bactérias, esses residuos cataliticos observados na
TcDHODH séo substituidos por uma SER215 (serina). Além disso, apresenta dois residuos
conservados, THR218 (treonina) e PHE129 (LIU et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

X/
L X4

Sintese de novos protétipos de farmacos tiofeno-2-tioureicos e 2-iminotiazolidinicos

racionalmente planejados com potencial atividade antichagésica.

3.2 Objetivos Especificos

X/

Sintetizar uma serie de derivados tiofeno-2-tioureicos;

Sintetizar uma série de derivados 2-iminotiazolidinicos;

Caracterizar estruturalmente os compostos sintetizados através da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono treze (3C);
Determinar o ponto de fusdo e cLogP dos derivados obtidos;

Utilizar técnicas contidas na bioinformatica para avaliar o potencial inibidor dos
derivados sintetizados em ensaios de ancoragem molecular (docking);

Avaliar os derivados sintetizados em células infectadas com formas amastigotas e
tripomastigotas do parasito (in vitro);

Avaliar a viabilidade celular em ensaios de MTT para a melhor série de compostos;
Propor um provavel mecanismo de acdo para os derivados mais ativos das séries
obtidas.
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAS E METODOS
4.1 Secdo Experimental
4.1.1 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de Silica
Gel 60 Fpss da MERCK® de 0,25 mm de espessura. A visualizacdo das mesmas para
interpretacdo dos resultados foi realizada através de luz emissora de radiacdo ultravioleta

(UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.
4.1.2 Pontos de fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando equipamento MSTecnopon®,

modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada um das amostras individualmente.
4.1.3 Caracterizagéo estrutural por RMN *H e 13C

Os espectros de RMN *H e 3C foram obtidos em equipamento Briiker®, modelo
Avance DRX 400 MHz — UltraShield®, utilizando CDCl; e DMSO-dg como solventes
analiticos. Sobre os espectros, os deslocamentos quimicos (8) foram computados em partes
por milhdo (ppm), onde foi empregado tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As
constantes de acoplamento (J) inerentes aos sinais de RMN de *H foram computadas em
Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram instituidas da seguinte maneira: singleto (s),
singleto largo (sl), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t), quarteto (q), quinteto (qi),

sexteto (sex), septeto (sep), e multipleto (m).

4.1.4 Reagentes e solventes

2-Clroacetoacetato de etila Dimetil formamida (DMF)

Acetato de sodio anidro Dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-ds)
Agua destilada Dioxano absoluto

Anidrido maléico Acetato de etila absoluto

Edeildo F. da Silva Junior



Bromo acetofenona
Dietil-2-bromomalonato
Cianoacetato de etila
Cianoacetato de propila
Cicloexanona
2-Cloroacetato de etila
Etanol absoluto

Sulfato de sédio anidro

4.1.5 Equipamentos

Bomba de alto vacuo
Evaporador rotativo
Vidrarias apropriadas
Capela com exaustdo
Balanca semi-analitica

Citébmetro de fluxo

40

Cloroférmio deuterado (CDCl5)
Diclorometano

Metanol absoluto

Cloroférmio absoluto

Hexano absoluto

Tolueno absoluto
Fenilisotiocianato

Alilisotiocianato

Estufa

Placas de agitagéo e aquecimento
Computadores (i7)

Balanca analitica (4 casas decimais)
Freezer

Espectrofotdmetro

4.2 Planejamento Racional dos Potenciais Inibidores das Enzimas Tripanossomais

Apbs aprofundamento em bases literarias que abordam o assunto, decidiu-se criar
moléculas com regides estruturais oriundas de diversos estudos realizados in silico e in vitro.
Vérias observagbes acerca dos grupamentos farmacoforicos, toxicoforicos e

auxoforicos culminaram no inicio da criacdo das moléculas.

4.2.1 Selecéo do ndcleo heterociclo

A utilizacdo de anéis contendo heterodtomos é uma realidade no planejamento de
compostos com atividade antichagasica. De acordo com Neres e colaboradores (2009), o anel
tiofénico contido na estrutura de uma série de compostos avaliados em sua pesquisa foi de
extrema importancia para a agéo inibitoria sobre a enzima TcTS. Tal anel tiofénico ocupa a
regido seletivamente hidrofébica do sitio ativo da TcTS. Portanto, foi desejado obter um
derivado tiofénico como modelo inicial, devido sua frequente aplicagdo em compostos
antichagasicos (Figura 21).
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Figura 21 — Principais tiofenos ativos sobre o parasito Trypanosoma cruzi.
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Fonte: NERES et al., 2009 e PAPADOPOULOU et al., 2014. (EDITADO).
Porém, decidiu-se aumentar a hidrofobicidade da regido do anel tiofeno, com a
finalidade de melhorar a afinidade entre o ligante e o sitio hidrofébico da TcTS, acoplando-se

um cicloexano ao tiofeno (Figura 22).

Figura 22 — Modificacdo do volume hidrofobico do anel tiofénico.

Tetraidrobenzo[b]tiofeno

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Modificagdo do volume hidrofdbico do tiofeno. Figura elaborada através do software ArgusLab, onde o

volume estérico foi calculado usando o Austin Model 1 (AM1).
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Além disso, ainda de acordo com Neres e colaboradores (2009), ha um sitio
doador/aceptor para os ligantes no sitio da TcTS, cujo este € fundamental para a atividade
inibitdria desses ligantes. Portanto, foi decidido introduzir um grupo polar (éster) a estrutura

do anel tiofénico, contendo um grupo de maior e outro de menor volume (Figura 23).

Figura 23 — Esteres selecionados para a avaliacdo da afinidade do ligante no sitio doador/aceptor

da TcTS.
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Fonte: Autor, 2015.

4.2.2 Aplicando o bioisosterismo classico divalente

Como abordado na fundamentacdo tedrica deste trabalho, derivados da ureia tem sido
largamente empregados como compostos antichagasicos. Kryshchyshyn e colaboradores
(2014) enfatizam que normalmente hd uma reducdo da toxicidade desses compostos quando
ocorre uma substituicdo do atomo de oxigénio (=0), da ureia, por um atomo de enxofre (=S),
favorecendo a inibic&o da sobre a enzima TcCR.

Portanto, decidiu-se planejar um fragmento ureia, porém com uma provavel reducgéo
da toxicidade do derivado final. Para tanto, foi aplicada a técnica de bioisosterismo classico

divalente, gerando uma tioureia (Figura 24).

Figura 24 — Conversdo de ureia em tioureia via bioisosterismo cléssico.
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Fonte: Autor, 2015.
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4.2.3 Verificacdo do efeito de impedimento estérico a tioureia.

Ap0s a escolha do nucleo heterociclo, como dominio hidrofobico, e da tioureia, como
grupo toxicoférico, foi iniciada a busca por grupos auxoféricos, onde foi decidido,
inicialmente, aumentar o volume na regido N-terminal com um grupo hidrofébico rigido e
outro mais flexivel.

De acordo com Caputto e colaboradores (2011), compostos sintetizados contendo uma
modificacdo hidrofobica na regido N-terminal da tioureia (Figura 25) se mostraram mais
efetivos do que o farmaco padrdo-ouro NFx, em ensaios in vitro. Tal modificacdo permitiu

que essa série de compostos fosse ativa via inibi¢do da TcCR.

Figura 25 — Compostos modificados na regido N-terminal.

Fonte: CAPUTTOet al., 2011.

Nota: Aumento do volume hidrofébico N-terminal da tioureia, através da introdugdo de um grupamento
volumoso rigido.

Por fim, além do grupo rigido (fenila), decidiu-se incluir um grupamento hidrofébico
menos volumoso e mais flexivel. Nesse caso, preferiu-se o grupamento alila como tal (Figura
26), com a finalidade de verificar mudancas conformacionais do ligante no sitio ativo das

enzimas estudas.

Figura 26 — Grupamentos N-terminais selecionados para planejamento dos novos inibidores.
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Fonte: Autor, 2015.
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4.2.4 Composicédo da série tiofeno-2-tioureia.

Apos a analise dos dados contidos na literatura, a primeira estrutura racionalmente

planejada foi desenvolvida (Figura 27).

Figura 27 — Estrutura quimica da série tiofeno-2-tioureia.
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Fonte: Autor, 2015.

Nota: A esquerda, protétipo; A direita, novo esqueleto quimico planejado racionalmente, caracterizando uma das
séries a ser avaliada biologicamente.

4.2.5 Aplicando o bioisosterismo nao-classico de fechamento de anel

De acordo com Cardoso e colaboradores (2014), foi verificado que a ciclizagdo da
regido tiossemicarbazona (fragmento detentor de atividade anti-T. cruzi), gerando uma
tiazolidina, fornecia um aumento da atividade bioldgica. Além disso, diversas pesquisas de
varios autores (MOREIRA et al.; KRYSHCHYSHYN et al.; HAVRYLYUK et al;
CARDOSO et al., 2014) enfatizam a importancia do anel tiazolidina para a atividade
inibitdria sobre enzimas do parasito Trypanosoma cruzi. Na figura 28 estdo agrupados varios

exemplos de anéis tiazolidinicos encontrados em alguns compostos obtidos por tais autores.
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Figura 28 — Principais anéis tiazolidinicos encontrados em compostos bioativos contra

Trypanosoma cruzi.
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Fonte: MOREIRA et al.; KRYSHCHYSHYN et al.; HAVRYLYUK et al.; CARDOSO et al., 2014.
(EDITADO).

Dessa forma, foi planejada a ciclizagdo da série de compostos tiofeno-2-tioureicos, via
técnica bioisostérica ndo-cldssica de fechamento de anel. Foram selecionados diferentes
substituintes para os anéis tiazolidinicos da nova série de compostos almejados (Figura 29).
Tais substituintes desses anéis tem a funcdo de subsidiar informacdes sobre os efeitos polares
(hidrofobicidade ou hidrofilicidade), volume (impedimento estérico), e flexibilidade (grau de
liberdade) e rigidez dos ligantes sobre as interacbes ocorridas nos sitios enzimaticos

analisados.

Figura 29 — Diferentes substituintes nos anéis tiazolidinicos planejados para a nova série de

inibidores.
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Fonte: Autor, 2015.
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4.2.6 Composicédo da série tiofeno-2-iminotiazolidinona.

A fundamentacdo teorica funcionou como matéria-prima para o planejamento
molecular de compostos potencialmente ativos contra o parasito Trypanosoma cruzi. Dessa
forma, foi desenvolvido o esqueleto quimico para a nova série de compostos, tiofeno-2-

iminotiazolidinicos (Figura 30).

Figura 30 - Estrutura quimica da série tiofeno-2-iminotiazolidinona ou tiofeno-2-tiazolidina).
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Fonte: Autor, 2015.

4.3 Ensaios Computacionais Empregados na Avaliacao de Novos Inibidores com Agao

Anti-T. cruzi
4.3.1 Determinacéo do cLogP

O dado fisico-quimico cLogP para cada composto foi obtido utilizando o software on-

line OSIRIS Properties Explorer®, disponivel em http://www.organic-hemistry.org/prog/peo/.
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4.3.2 Estudos de ancoragem (Docking Molecular)
4.3.2.1 Softwares Utilizados

Todas as estruturas tridimensionais dos protétipos foram desenhadas utilizando o
software gratuito ArgusLab®, como bem a execucdo da minimizacdo das energias,
empregando-se o Austin Model 1 (AM1).

Para a execucdo dos experimentos de ancoragem molecular foi utilizado um software
gratuito amplamente empregado no campo cientifico computacional, o AutoDock Tools®,
versdo 1.5.6, desenvolvido por Stefano Forli e colaboradores, de1999 a 2011, no Molecular
Graphics Laboratory, the Scripps Research Institute, La Jolla, Califérnia, Estados Unidos da
Ameérica. Segundo BABA & AKAHO (2011), o AutoDock é um dos mais empregados e
usuais softwares da area computacional.

Para a otimizacdo das energias de ligacdo estimadas para a formacdo do complexo
ligante-receptor pelo AutoDock Tools®, foi utilizado o software, AutoDock Vina®, pois este
apresenta uma melhor funcdo scoring (Equacdo 1), a qual foi desenvolvida através da

otimizacdo de alguns algoritmos internos do programa (TROTT & OLSON, 2009).

=D foa, (i)

i<j

Equacéo 1 — Fung¢éo Scoring do AutoDock Vina.

Onde cada atomo (i) e cada tipo de atomo (tj), além de um conjunto de funcdes de

interacBes entre esses atomos (ftl.tj), em uma determinada distancia interatdmico (rj;), sdo

iguais a contribuicdo global (c) (TROTT & OLSON, 2009). Tal valor pode ser visto, de
maneira resumida, como a soma de contribuicdes intra- e intermoleculares (Equacdo 2)
(TROTT & OLSON, 2009).

C = Cintra + Cinter

Equacdo 2 — Contribuicéo global.

As fungdes de interacéo (ftitj) sdo definidas como a distancia da superficie relativa

interatdmicas di; = rij — Ry — Ry, onde R; € o raio de Van Der Waals do tipo de atomo em
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questdo (TROTT & OLSON, 2009). A funcdo otimizada utilizada pelo AutoDock Vina esta

expressa na equacao 3, abaixo:
ftitj(rij) = h’titj(dij)’

Equacao 3 — Funcdo de otimizacdo usada pelo AutoDock Vina.

Onde h;; € uma soma das interagdes estéricas, idéntica para todos os pares de atomos,
interacdes hidrofébicas e, quando aplicavel, ligacdo de hidrogénio (TROTT & OLSON,
2009).

Para a visualizacéo dos resultados calculados através do AutoDock Tools®, bem como,
calculos das distancias das interagdes ligante-receptor e elaboragdo de figuras, foi utilizado o
software PyMol®, versdo 0.99, desenvolvido por DeLano e Lam (2006), na DeLano Scientific

LLC, South San Francisco, California, Estados Unidos da América.
4.3.2.2 Selecéo das enzimas

Foram utilizados alguns critérios de selecdo para a escolha do alvo a ser realizado o

estudo de ancoragem. Tais critérios foram:

eEnzimas frequentemente estudadas como alvo terapéutico para planejamento de novos
candidatos a farmacos;
e Enzimas provenientes de estudos de elucidacdo estrutural para agentes tripanossomicidas;

e Enzimas similares ou provenientes de estudos relacionados ao T. cruzi;

Dessa forma, foram selecionadas as enzimas: TcPTR (PDB ID: 1IMXF); TcCR (PDB
ID: 1U9Q); TcTR (PDB ID: 1BZL); TcDHFR (PDB ID: 2H2Q); TcHGFRT (PDB ID: 1TC2);
TcTS (1S0I); TcDHODH (2DJX), obtidas no RSCBProtein Data Bank (PDB).

4.3.2.3 Preparo dos ligantes

Ap0s a conversdo das estruturas tridimensionais, as ligacGes sigma (o) dos ligantes

foram admitidas como flexiveis e as ligacdes pi (n) foram mantidas fixas.
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A flexibilidade adicionada as estruturas dos ligantes permitiu fornecer as 100

conformagdes mais estaveis para cada um dos ligantes, quando complexados a enzima.

4.3.2.4 Preparo da enzima

De acordo Cosconati e colaboradores (2010), devem ser adicionados hidrogénios e
cargas as enzimas, pois em alguns casos, estas podem apresentar um nimero de hidrogénios
incompativel. Em seguida, foi realizada uma varredura, verificando o ndmero de atomos
adicionados e se esses novos hidrogénios estavam coerentemente localizados, no que diz
respeito ao numero de ligagdes.

Quando se tem uma estrutura alvo complexada com um determinado ligante, deve-se
ser realizado um redocking da conformacéo co-cristalizada desse ligante. Isso fornece muitos
beneficios, incluindo validacdo da preparacdo do alvo, obtencdo dos parametros para 0s
calculos de docking, e a validacdo do método para previsdo da conformacdo ligante
(COSCONATI et al., 2010). Todas essas recomendacdes anteriores foram seguidas.

Devido as enzimas estarem complexadas com ligantes no arquivo disponibilizado no
PDB, necessitou-se eliminar algumas coordenadas da mesma. Tais coordenadas poderiam
gerar falsos resultados, quanto ao nimero de provaveis interagdes com aminoécidos e/ou
energia de ligacdo relacionada a formacdo dos complexos ligante/receptor. Dessa forma,
foram extraidas todas as moléculas de dgua contidas na estrutura, coordenadas codificadas por
“HETATM”, e os ligantes complexados, coordenadas codificadas por “CONNECT”.

As enzimas foram admitidas como sendo rigida, pois o estudo de ancoragem assume
muitos ou todos os receptores como rigidos, além de comprimentos e angulos de ligacdo
fixos, caracterizando assim o ponto fraco da técnica computacional (TROTT & OLSON,
2009; COSCONATI et al.,, 2010). Nesse caso, para a execucdo dos experimentos de
ancoragem, é fundamental escolher uma estrutura alvo com um inibidor ou substrato ligado,
pois esta é forcada a permanecer em uma conformacdo que € mais relevante a ligacdo de
novos compostos (COSCONATI et al., 2010). Por fim, todas as cargas parciais dos a&tomos

foram adicionadas através do método matematico de Gasteiger.
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4.3.2.5 Determinagéo dos parametros de busca

Ap0s o preparo das enzimas e dos ligantes, foi processada a confeccdo dos parametros
de busca. As coordenadas x, y e z foram extraidas dos arquivos originais obtidos atraves do
PDB.

A caixa de busca foi admitida ter uma dimens&o 40 A? para tal procedimento. Porém,
o intervalo de busca entre os pontos da caixa foi fixado em 0.375 A.

Como modelo matematico para a execucdo dos célculos de ancoragem propriamente
ditos, aplicou-se o Algoritmo Genético Lamarckiano (Lamarckian G.A.), padronizado da

seguinte maneira:

Numero de execucdo de Algoritmos Genéticos (G.A.)= 100;
Tamanho da populacdo= 150;

NUmero méaximo de avaliagdes= 2.500.000,00;

Numero méaximo de geragdes= 27.000;

Taxa de mutacdo genética= 0.02%);

Taxa de crossover= 0.8%;

vV V.V V V V VY

Distribuicdo da variancia de Cauchy para mutagdo genética= 1.0%.

Ademais, pardmetros como energia (em kcal/mol), nimeros aleatérios e, tamanho

foram mantidos como padréo.

4.3.2.6 Interpretacdo dos resultados

O docking molecular objetiva, atraves da previsdo de ligacbes ndo covalentes,
reproduzir os potenciais quimicos que determinam a principal conformacéo ligante e a energia
de ligacdo desta (TROTT & OLSON, 2009; COSCONATI et al., 2010).

A caracteristica chave de um bom programa de ancoragem é sua habilidade para
reproduzir modelos ligantes experimentais de compostos (VERDONK et al., 2003).

Por fim, foram considerados dois critérios para a interpretacdo dos resultados

produzidos pelo software, descritos a seguir.
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4.3.2.6.1 Energia de ligacéo

O campo de forca de energia livre é baseado em um campo de forca mecanico
molecular, que inclui dispersdo/repulséo, ligacdo de hidrogénio, eletrostaticos, dessolvatacao
e entropia de torcdo (COSCONATI et al., 2010).

A conformacgédo que apresentou a menor energia de ligacdo (em kcal/mol) para a
formacdo do complexo foi considerada como sendo a mais viavel. Além disso, esta deve
apresentar um somatorio dos desvios padrio quadraticos (RMSD) < 2,0 A, pois a previsdo de
um modelo de ligacio s6 é considerada 6tima quando o valor de RMSD esta abaixo de 2,0 A
(VERDONK et al., 2003).

O métodos de calculos energético desenvolvidos pelo AutoDock Tools®tém um erro
tipico de £ 2 Kcal/mol na previsdo da energia de ligacdo. Dessa forma, ndo se recomenda
utilizar apenas esse pardmetro como medida para selecionar os melhores ligantes
(COSCONATI et al., 2010). Para tanto, foi aplicado o software AutoDock Vina® para a

execucdo e correcdes desses valores energéticos.
4.3.2.6.2 Interagdes do complexo ligante-enzima

Varios aspectos das conformacOes obtidas devem ser usados para determinar 0s
melhores compostos, tais como a presenca de contatos chaves dos ligantes com aminoacidos
criticos no sitio ativo, similaridade de conformacg6es com ligantes conhecidos, ou presenca de
doadores ou aceptores de ligacdo de hidrogénio no complexo ligante/receptor (COSCONATI
etal., 2010).

Foram estabelecidos como critérios de avaliacdo: interacfes realizadas pelos ligantes
anteriormente complexados as enzimas e informacdes obtidas na literatura. Nesta etapa foram
levados em consideracdo critérios tais como a natureza do tipo de ligacdo (hidrofobica,
eletrostatica, dipolo-dipolo ou de hidrogénio), e os aminoacidos envolvidos na formacéo do

complexo ligante/enzima.
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4.4 Procedimentos Reacionais

4.4.1 Método geral para obtencdo dos derivados 2-aminotiofeno-3-carboxilatos (1a-b)

Os componentes desta série foram utilizados como material de partida para os demais
compostos de outras séries. Dessa forma, ndo foram planejados como compostos
antichagasicos.

Em uma solucdo contendo 1,0 mmol de cicloexanona em 50 mL de Etanol, foram
adicionados 1,0 mmol do correspondente cianoéster, 1,0 mmol de enxofre elementar e 1,0
mmol de morfolina, como base catalitica (Esquema 1). A mistura foi mantida sob agitacdo a 0
°C, permitindo-se atingir temperatura ambiente, durante overnight. Apds o término da reacao,
verificado por CCD, foi procedida uma particdo liquido-liquido (AcOEt:H,0), seguida por
execucao da separacgdo, via coluna cromatografica. As fracbes puras obtidas foram juntas e
evaporadas por reducdo da pressdo. Por fim, foi procedida uma recristalizagdo em EtOH:H,0,
como sistema solvente/antissolvente (PUTEROVA et al., 2010; EL-SHARKWY et al., 2012;
HAN et al., 2014).

Esquema 1 — Obtencdo de compostos la-b.

o. R
[ j ’
Sg EtOH, 0 °C
(j /\__N O s, -~ | D—NH,
overnight S
leq. . la-b

la: R= Etila;
2b: R=i-Propila.

Fonte: Autor, 2015.

4.4.2 Método geral para obtencéo dos derivados 2-tioureidotiofeno-3-carboxilatos (2a-d)

Uma solugéo contendo 1,0 mmol de 1a ou 1b em 50 mL de etanol foi acrescida de 1,2
mmol do correspondente isotiocianto (fenil ou alil) (Esquema 2). A mistura reacional foi
mantida sob refluxo e agitacédo, durante overnight. O fim da reacdo foi verificado por CCD,
entdo, procedeu-se uma particdo liquido-liquido, seguida por uma coluna cromatogréfica,
utilizando Hex/ActOEt 8:2 como sistema eluente. Todas as fragbes puras obtidas foram

evaporadas por reducédo da pressdo, rendendo o produto (no caso, compostos 2a e 2c). Para a
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obtengdo dos compostos 2b e 2d, foi realizada uma recristalizacdo em CHCIls/MeOH, como

sistema solvente/antissolvente.

Esquema 2 — Obtencéo de compostos da série 2a-d.

o,
o, R ©
° \
~N. EtOH, refluxo
N + .C R, — | NH
| NH, S overnight S NH
S S Ra
lab 1,2 eq. 2a-d
1leg.

2a: Ry= Etila; R,= Fenila

2b: Ry=i-Propila; Ro= Fenila
2c: R4= Etila; Ry= Alila

2d: Ry=i-Propila; R,= Alila

Fonte: Autor, 2015.

4.4.3 Método geral para obtencdo dos derivados 2-tiazolidinenoiminotiofeno-3-carboxilatos
(3a-d, 4a-d, 5a-d, 6a-d, e 7a-d)

Uma solugédo contendo 1,0 mmol de 2a-d, em etanol (para 2a e 2c) ou tolueno (para 2b
e 2d), foi acrescida de 2.0 mmol do correspondente agente ciclizante (Esquema 3). A mistura
reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo durante overnight. Apés a finalizacdo da reacao,
verificada por CCD, procedeu-se uma particdo liquido-liquido, seguida por uma coluna
cromatografica, utilizando Hex/ActOEt 8:2 como sistema eluente. Todas as fracBes puras

obtidas foram evaporadas por reducdo da pressao, rendendo os produtos.
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Esquema 3 — Obtencdo de compostos da série 3a-d, 4a-d, 5a-d, 6a-d e 7a-d.

Ry
S / Rl
O /
0 o)
[ D—n
S
3ad

R,= Etila ou i-Propila;
R,= Fenila ou Alila.

) 2a-d

Y
=2
Pyl
N
D0 0TT ‘ouanjol
0950 [eW opupiue

Fonte: Autor, 2015.
4.5 Ensaios Bioldgicos
4.5.1 Avaliacdo antichagasica preliminar
4.5.1.1 Formas amastigotas
Formas amastigotas do T. cruzi foram obtidas de cultura de células C2C12 e
plaqueadas em placas de 96 pogos (4.0 x10° parasitos/pogo), em triplicata, utilizando meio

RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50ug/mL de gentamicina. Os compostos

foram solubilizados em 0.1% de DMSO (Dimetilsulfoxido), diluidos em meio RPMI e
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ajustados na concentracdo de 10 uM. O controle negativo recebeu somente DMSO e meio.
Como controle positivo, BnZ (Rochagan®) foi utilizado na concentragdo de 10 uM. Apés 24
horas de incubacdo em estufa de CO, a 37 ° C, 400 ng/mL de iodeto de propidio foram
adicionados e incubados por 5 minutos. Ao final, os parasitos foram analisados por citometria
de fluxo e os resultados foram avaliados em relagcdo ao controle sem droga (MOREIRA et al.,
2014).

Ao final das analises dos experimentos, foi possivel determinar a 1Csy e a CCsg para

alguns compostos.

4.5.1.2 Formas tripomastigotas

As formas tripomastigotas do T. cruzi foram obtidas de cultura de células MK2 e
plaqueadas em placas de 96 pogos (4.0 x10° parasitos/poco), em triplicata, utilizando meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50ug/mL de gentamicina. Os compostos
foram solubilizados em DMSO (Dimetilsulfoxido), diluidos em meio RPMI e ajustados na
concentragdo de 25 uM. O controle negativo recebeu somente DMSO e meio. Como controle
positivo, BnZ (Rochagan®) foi utilizado na concentracdo de 25 pM. Apds 24 horas de
incubacdo em estufa de CO, a 37 ° C, 400 ng/mL de iodeto de propidio foram adicionados e
incubados por 5 minutos. Ao final, os parasitos foram analisados por citometria de fluxo e os

resultados foram avaliados em relacéo ao controle sem droga (MOREIRA et al., 2014).

4.5.2 Avaliacédo da viabilidade celular por MTT

Para verificar efeito da melhor série de compostos sobre a viabilidade celular foi
utilizado o ensaio citotoxicidade in vitro por MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) utilizando macrofagos J774 pre-cultivados (BERRIDGE et al., 1996). Trata-
se de um ensaio colorimétrico baseado na atividade mitocondrial da célula devido a redugéo
do MTT a cristais de formazan. Os compostos foram incubados em duas concentragcfes (10
UM e 100 uM) por 24 h. Como grupos controles, foram utilizados apenas células e meio de
cultura, DMSO (0,05%) e celulas tratadas com Tween (3%). Decorridas as 24 horas, as
células foram incubadas com MTT durante 4 horas. Apds a incubacdo com MTT, 0s pogos
foram lavados com PBS (Phosphate Buffered Saline — tampdo fosfato-salino), em seguida,

foram adicionados 150 uL. de DMSO, esperou-se 15 minutos e,entdo,foi realizada a leitura em
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aparelho de espectrofotometro Thermo Plate®, Modelo RS 232, no comprimento de onda de
540 nm.
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RESULTADOS E DISCUSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Compostos 2-aminotiofeno-3-carboxilatos (1a-b)

Os compostos 1a e 1b foram obtidos sem maiores dificuldades envolvendo as etapas
reacionais e/ou de purificagcdo, como descrito na literatura.
Tendo em vista os rendimentos obtidos, ndo foi necessario otimizar os parametros

reacionais, pois estes foram bastante satisfatorios.

5.1.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obten¢do dos compostos 1a e 1b.

O mecanismo reacional via Gewald, consiste de uma reacdo one-pot com trés
componentes: uma carbonila cetonica; uma a-acetonitrila ativada; e enxofre elementar.
Inicialmente, ocorre a uma condensacdo, via Knoevenagel-Cope, entre 0 composto
carbonilico e a acetonitrila, com a liberacdo de uma molécula de agua. Posteriormente, a base
(nesse caso, morfolina) desprotona o grupo metileno da nitrila e, em seguida, ocorre a adi¢cdo
do enxofre (S-nucleéfilo). Por fim, ocorre um ataque intramolecular desse nucledfilo a nitrila,
favorecendo a ocorréncia de tautomerismo amino-iminico, gerando o anel tiofénico
polissubstituido como produto (Esquema 4) (FEROCI et al., 2008; PUTEROVA et al., 2010).

Esquema 4 — Mecanismos reacionais envolvidos na obten¢do dos compostos 1a-b.

R1 1
/ R X
0:& - N a b
\ + X, -~ ) = \
R2 -H20 R*— ‘Q\\
N
R X R X amino-imino R! X
” \_x c Y 5 tautomerism \ \
RE— —W - Ve A\
Sx-_s-

Fonte: PUTEROVA et al., 2010.

Nota: Em a, condensac¢do via Knoevenagel-Cope; em b, adi¢do do enxofre, seguida do ataque intramolecular do

enxofre a nitrila; em ¢, fechamento do anel.
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O S-nucledfilo é formado pelo ataque da base ao enxofre elementar (Sg) (Esquema 5),
em paralelo & desprotonacio causada no cianoéster de etila (PUTEROVA et al., 2010).

Esquema 5 — Formacao do S-nucledfilo na reacédo de Gewald.

addition of sulfur ring-closure
R" X R1
'
/7N 85— (S)as5-g- T e
0 iN + rR2—/ N R~ -\
/ H N S\ H s( N
0\ T/N_H S,—§°
MPS
formation of S-nucleophile l
¢SS,
—/ S s R! X
Qo NH + S ] I
S/ 5-S RZ"_‘\S/R"NHQ
morpholine Sg

FONTE: PUTEROVA et al., 2010.

Nota: Formagdo do S-nucleofilo; MPS: morfolina polissulfida; seguida da adi¢do do enxofre; desprotonacao;

ataque intramolecular; fechamento do anel.

5.1.2 Caracterizacdo por RMN de H e 13C

Foi verificada a formacao dos derivados 1a e 1b pelos espectros de RMN de *H e 13C,
sinais caracteristicos, como os sinais referentes aos hidrogénios da metila (R-CHs;) e da amina
(R-NHy) em torno de & 1.2 ppm e & 7.1 ppm, respectivamente. Na analise de RMN de 13C é
caracteristica do sinal do carbono ligado a amina primaria em torno de & 165.1 ppm, além da

quantidade exata de carbonos contidos na molécula.

5.1.2.1 2-amino-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de etila (1a)

o. I
O
|\NH2
S

e Aspecto: Solido cristalino amarelo intenso; MM: 225.08 g/mol; rendimento: 98%; PF:
134-135 °C; Rt 0.50 (Hex/AcOEt 8:2).
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e RMN IH (400 MHz, ppm, DMSO-dg):6= 1.21 (3H, t, J= 7.1 Hz); 1.58-1.68 (4H, m);
2.35-2.39 (2H, m); 2.53-2.57 (2H, m); 4.11 (2H, g, J= 7.3 Hz); 7.14 (1H, s).

e RMN 2C (400 MHz, ppm, DMSO-dg):6= 14.18; 22.34; 22.76; 23.88; 26.49; 58.71;
103.16; 115.96; 131.50; 163.19; 165.32 (ver apéndice A).

5.1.2.2 2-amino-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de propila (1b)

o T

@)

|\ NH,
S

e Aspecto: Solido amorfo amarelo palido; MM: 239.10 g/mol; rendimento: 70%; PF:
67-68 °C; Ry: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-dg): &= 1.20 (6H, d, J= 6.0 Hz); 1.58-1.67 (4H, m);
2.34-2.39 (2H, m); 2.52-2.57 (2H, m); 4.96 (1H, sep, J=6.3 Hz); 7.12 (1H, sl).

e RMN 23C (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 22.32; 22.83; 23.17; 24.30; 27.01; 66.43;
103.43; 116.43; 116.16; 131.85; 162.78; 165.21 (ver apéndice B).

5.2 Compostos 2-tioureicotiofeno-3-carboxilatos (2a-d)

Com relacdo a esta série, 0s compostos 2a e 2c¢ foram obtidos facilmente, pois nao
ocorreram problemas envolvendo as etapas reacionais e/ou de purificagdo, como descrito na
literatura. Porém, os compostos 2b e 2d foram obtidos em baixos rendimentos, entre 15 e
20%, provavelmente, relacionados as tentativas de purificacdo pelo método de recristalizacao.
Diante desse fato, optou-se por realizar a recristalizacdo destes em CHCI;:MeOH, rendendo

0s produtos de modo satisfatério.
5.2.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obtencdo dos compostos 2a-d.

O mecanismo é considerado simples, onde ocorre um ataque nucleofilico da amina ao
carbono sp do derivado isotiocianato. Em seguida, o enxofre sp? se comporta como uma
carbonila, restabelecendo a ligacdo dupla, e fazendo com que a carga se desloque para o
nitrogénio vizinho que, por sua vez, abstrai o proton intramolecular do nitrogénio vizinho,
estabilizando a molécula final (Esquema 6) (MADDANI & PRABHU, 2010).
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Esquema 6 - Mecanismos reacionais envolvidos na obtengdo dos compostos da série 2a-d.

R1
0 R1 © 0
© N R H
Nt S:i) | \H\N/ A
| S e > s @)=N
s) R,
C)
R1 R
(@) / o) 1
o o
1)
T =TT N\ 2
S NH S ®>/.7N\
S RZ S R2

R.= Metila ou i-Propila
Ro= Fenila ou Alila

Fonte: Autor, 2015.

5.2.2 Caracterizagdo por RMN de *H e 13C

Foi verificada a formacdo dos compostos 2a-d pelos espectros de RMN de 'H e 13C,
sinais caracteristicos, como os sinais referentes aos hidrogénios dos nitrogénios da tioureia
(R2NH) em torno de 8 6.9 ppm e & 12.0 ppm, respectivamente. Na analise de RMN de 13C é
caracteristica do sinal do carbono da tiocarbonila em torno de & 170.0 ppm, além da

guantidade exata de carbonos contidos na molécula.

5.2.2.1 2-(3-feniltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de etila (2a)

o.
o)
| N—NH
s NH

e Aspecto: Solido amorfo branco; MM: 360.10 g/mol; rendimento: 98%; PF: 199-200
°C; cLogP:4.73; R¢: 0.50 (Hex/AcEOt 8:2)

e RMN !H (400 MHz, ppm, CDCl5):1.25 (3H, t, J= 7.5 Hz); 1.73-1.81 (4H, m); 2.62-
2.66 (2H, m); 2.71-2.74 (2H, m); 4.13 (2H, q, J= 7.9 Hz); 7.33-7.39 (2H, m); 7.46-
7.50 (3H, m); 7.98 (1H, sl); 12.17 (1H, sl).
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e RMN 23C (400 MHz, ppm, CDCls3): 14.24; 22.91; 23.00; 24.37; 26.36; 60.426; 113.36;
125.63; 135.89; 149.81; 166. 33; 176. 22 (ver apéndice C).

5.2.2.2 2-(3-feniltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de isopropila (2b)

e Aspecto: Solido amorfo marrom pélido; MM: 374.11 g/mol; rendimento: 60%; PF:
194-195 °C; cLogP: 5.09; Rs: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCls): 1.24 (6H, d, J= 5.7 Hz); 1.74-1.80 (4H, m); 2.62-
2.66 (2H, m); 2.70-2.74 (2H, m); 5.01 (1H, sep, J= 6.1; 7.45-7.49 (2H, m); 7.33-7-37
(3H, m); 7.93 (1H, sl); 12.30 (1H, sl).

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 21.96; 22.95; 23.01; 24.38; 26.48; 68.14;
125.55; 126.86; 127.66; 129.97; 130.82; 135.95; 149.80; 166.14; 176.23; 113.45 (ver
apéndice D).

5.2.2.3 2-(3-aliltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de etila (2c)

oo |
o)
| N—NH
S NH

M

e Aspecto: Solido amorfo marrom palido; MM: 324.10 g/mol; rendimento: 67%; PF:
173-174 °C; cLogP: 3.7; R¢: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): 6=1.38 (3H, t, J= 7.0 Hz); 1.74-1.82 (2H, m);2.62-
2.65 (2H, m);2.74-2.78 (2H, m);4.13-4.14 (2H, m); 4.32 (2H, q, J= 7.2 Hz); 5.26-5.36
(2H, m); 5.91-5.92 (1H, m); 6.34 (1H, sl); 12.15 (1H, sl).

e RMN 33C (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 14.32; 22.93; 26.41; 46.70; 60.69; 112.06;
118.40; 126.37; 130.56; 131.90; 151.10; 167.53; 177.16 (ver apéndice E).
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5.2.2.4 2-(3-aliltioureido)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato de isopropila (2d)

° M

e Aspecto: Solido amorfo marrom pélido; MM: 338,11 g/mol; rendimento: 80%; PF:
140-141 °C;cLogP: 4.06; R¢: 0,50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCly): &= 1.35 (6H, t, J= 6.2 Hz); 1.75-1.81 (4H, m);
2.61-2.65 (2H, m); 2.73-2.77 (2H, m); 4.14-4.15 (2H, m); 5.34-5.35 (1H, m); 5.19-5.26
(2H, m); 5.92 (1H, sep, J= 9.5 Hz); 6.29 (1H, sl); 12.19 (1H, sl).

e RMN BC (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 22.07; 22.96; 23.01; 24.36; 26.52; 46.71;
68.40; 118. 41; 126.35; 130.60; 150.91; 167.07 (ver apéndice F).

5.3 Compostos tiofeno-2-iminotiazolidinona-3-carboxilatos

Foram obtidos 20 compostos pertencentes a esta classe, divididos em cinco séries,

sendo todos estes inéditos na literatura.
5.3.1 Série 3a-d.

Inicialmente, esta série foi obtida em baixos rendimentos (cerca de 10% a 20%),
decorrentes de problemas relacionados a solubilidade e as etapas de purificacdo. Porém, foi
almejado rendimentos maiores e, para tanto optou-se por substituir o solvente utilizado no
processo. Assim sendo, o EtOH, anteriormente utilizado como solvente, foi substituido por
tolueno, porém todos os outros parametros reacionais foram mantidos. Por fim, os

rendimentos obtidos foram satisfatorios.
5.3.1.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obten¢do dos compostos 3a-d.
Inicialmente, ocorre a formagdo de um equilibrio tautomérico na regido da tioureia.

Em seguida, ocorre o ataque da tiocarbonila ao agente ciclizante (nesse caso, 2-cloroacetato

de etila), via S-alquilag@o. Posteriormente, ocorre o ataque intramolecular do par de elétrons
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da amina (R,NH) a carbonila da funcdo éster, seguido pela saida de etanol, conduzindo a
formacéo do anel tiazolidinona, ndo substituido na posicao 5 (Esquema 7) (AQUINO, 2007).

Esquema 7 — Mecanismos reacionais envolvidos na obtencao dos compostos 3a-d.

R1 R

(@)
©-z

o) R
o
©
| \ \ OEt
H R,
., s N\

N

@
S
o
Ri
-EtOH ©
—_—
N R R,= Metila ou i-Propila
\>\N' 2 R,= Fenila ou Alila
3a-d S

o]
Fonte: Autor, 2015.

5.3.1.2 Caracterizacdo da série 3a-d por RMN de H e 13C
Foi verificada a formacdo dos compostos 3a-d por espectros de RMN de *H e 13C,
sinais caracteristicos, como o0s sinais referentes ao par de hidrogénios do anel tiazolidinona

em torno de & 3.8 ppm. Na andlise de RMN de 3C ¢ caracteristica do sinal do carbono

carbonilico do anel tiazolidinona em torno de 6 166.0.
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5.3.1.2.1 2-(4-oxo-3-feniltiazolidin-2-ilidenoimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-car-
boxilato de etila (3a)

o)
o]
B N\% C>
S N
s\/go

e Aspecto: Sélido amorfo branco; rendimento: 95%; MM: 400.09 g/mol; PF: 195-196
°C; cLogP: 4.10; R¢: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): = 1.30 (3H, t, J= 7.2 Hz); 1.77-1.92 (4H, m);
2.73-2.77 (2H, m); 2.91-2.95 (2H, m); 3.83 (2H, s); 4.21 (2H, q, J= 7.1 Hz); 7.31-7.34
(2H, m); 7.52-7.56 (3H, m).

e RMN B3C (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 14.13; 22.18; 23.21; 25.13; 25.28; 35.02;
62.01; 129.00; 129.29; 129.97; 130.23; 130.57 (ver apéndice G).

5.3.1.2.2 2-(4-oxo-3-feniltiazolidin-2-ilidenoimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-car-
boxilato de isopropila (3b)

o Q
SS>:/ILO

e Aspecto: Oleo amarelo escuro; MM: 414.11 g/mol; rendimento: 60%; cLogP: 4.46;
Rf: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCls): 8= 1.20 (6H, d, J= 6.0 Hz); 1.80-1.89 (4H, m);
2.60-2.76 (2H, m); 2.68-293 (2H, m); 3.84 (2H, s); 5.85 (1H, sep, J= 6.2 Hz); 7.30-
7.35 (2H, m); 7.50-7.56 (3H, m).

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDClj): 6= 14.08; 22.00; 24.74; 34.19; 61.61; 128.95;
129.56; 130.48; 132.00; 135.35; 155.16; 158.51; 162.17; 168.26 (ver apéndice H)
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5.3.1.2.3 2-(4-oxo-3-aliltiazolidin-2-ilidenoimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-car-
boxilato de etila (3c)

o [
o)
7
B f
S \>\N
s\/go

e Aspecto: S6lido amarelo intenso; MM: 364.09 g/mol; rendimento: 68%; PF: 94-95 °C;
cLogP: 3.28; R¢: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCls):6= 1.21 (3H, t, J= 7.2 Hz); 1.70-1.79 (4H, m);
2.54-2.60 (2H, m); 2.66-2.72 (2H, m); 3.82 (2H, s); 4.17 (2H, q, J= 7.1 Hz); 4.35-4.37
(2H, m); 5.12-5.16 (2Hm); 5.28-5.30 (1H, m)

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDCl5):5= 14.48; 22.23; 22.56; 23.06; 25.01; 25.11; 25.48;
26.23; 33.42; 45.52; 45.53; 50.71; 60.19; 119.16; 129.56; 130.69; 134.56 (ver
apéndice I).

5.3.1.2.4 2-(4-oxo-3-aliltiazolidin-2-ilidenoimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-car-
boxilato de isopropila (3d)

O
1
N N
S \>\N
s\/go

e Aspecto: SAlido amarelo intenso; MM: 378,11 g/mol; rendimento: 55%; PF: 133-134
°C; cLogP: 3.64; R¢: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCl3): 6=1.28 (6H, d, J= 7.6 Hz); 1.67-1.72 (4H, m);
2.53-2.58 (2H, m); 2.66-2.69 (2H, m); 4.06 (2H, s); 5.08-5.10 (2H, m); 5.11-5.19 (2H,
m); 5.20-5.32 (1H, m)

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 21.97; 22.16; 22.92; 24.36; 26.51; 46.62;
68.43; 118.48; 130.70; 166.99 (ver apéndice J).

Edeildo F. da Silva Junior



67

5.3.2 Série 4a-d

Os compostos contidos nesta série foram obtidos sem interferentes envolvendo as
etapas sintéticas e/ou de purificacdo, ndo necessitando de otimizacdo dos parametros

reacionais.

5.3.2.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obten¢do dos compostos 4a-d.

Apds a ocorréncia do tautomerismo na regido da tiocarbonila, o par de elétrons do
enxofre ataca o agente ciclizante, 2-bromomalonato. Em seguida, o ion bromonio abstrai o
préton do &tomo de enxofre carregado, estabilizando-o. Posteriormente, o par de elétrons da
amina (R,NH) ataca a carbonila do éster etilico, fechando o anel de cinco membros. Por fim, a
carga negativa do oxigénio restabelece a carbonila, causando a saida de uma molécula de
etanol, estabilizando a estrutura final (Esquema 7) (SMITH & MARCH, 2001; CAREY &
SYNDBERG, 2007; AQUINO, 2007).
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Esquema 7 — Mecanismos reacionais envolvidos na obtencdo dos compostos da série 4a-d
R4

-EtOH

e
dad R1= Metila ou i-Propila

) R,= Fenila ou Alila

Fonte: Autor, 2015.

5.3.2.2 Caracterizacdo da série 4a-d por RMN de H e 13C

Foi verificada a formacdo dos compostos 4a-d por espectros de RMN de 'H e 13C,
sinais caracteristicos, como os sinais referentes ao hidrogénio do carbono quiral do anel
tiazolidinona em torno de 6 4.41 ppm, bem como os sinais sobrepostos das metilas (RCH3) e
metilenos (R2,CH;). Na analise de RMN de *3C é caracteristica do sinal do carbono carbonilico

do anel tiazolidinona em torno de & 160.0 ppm.

Edeildo F. da Silva Junior



69

5.3.2.2.1 2-((3-etoxicarbonila)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-oxo-3-feniltiazo-
lidina-5-carboxilato de etila (4a)

e Aspecto: Oleo verde escuro; MM: 472.11 g/mol; rendimento: 60%; cLogP: 3.64; Rs:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): 6= 1.48 (6H, t, J= 7.5 Hz); 1.75-1.82 (4H, m);
2.53-2.63 (2H, m); 2.67-2.75 (2H, m); 4.32 (2H, q, J= 7.2 Hz); 4.41 (1H, s); 4.43 (2H,
q, J=7.2 Hz); 7.3-7.37 (5H, m).

e RMN 8C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 14.35; 14.59; 23.05; 29.01; 60.14; 61.36;
117.39; 121.36; 122.47; 124.24; 125.57; 128.34 (ver apéndice K).

5.3.2.2.2 2-((3-etoxicarbonila)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-oxo-3-feniltiazo-
lidina-5-carboxilato de isopropila (4b)

e Aspecto: Oleo verde escuro; MM: 486.13 g/mol; rendimento: 70%; cLogP: 4.33; Ry:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2).

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): 6= 1.16 (6H, d, J= 6.1 Hz); 1.33 (3H, t, J= 6.1
Hz);1.74-1.8 (4H, m); 2.60-2.65 (2H, m); 2.67-2.76 (2H, m); 4.30 (1H, s); 4.31 (2H, q,
J=6.9 Hz); 5.04 (1H, sep, J= 6.1 Hz); 7.30-7.35 (2H, m); 7.51-7.56 (3H, m).

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 14.38; 14.49; 21.96; 22.79; 23.18; 24.77,
25.09; 26.27; 61.10; 67.08; 127.57; 128.79; 129.48; 129.86; 134.03; 146.50; 161.86;
163.69 (ver apéndice L).
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5.3.2.2.3 2-((3-etoxicarbonila)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-oxo-3-aliltiazo-
lidina-5-carboxilato de etila (4c)

—
0

74
Cng\Hf
e

o)

e Aspecto: Solido amorfo alaranjado; MM: 436.11 g/mol; rendimento: 40%; cLogP:
4.69; PF: 60-61 °C; Ry: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCls): 8=1.24 (6H, t, J= 7.5 Hz); 1.75-1.87 (4H, m);
2.64-2.72 (2H, m); 2.86-2.93 (2H, m); 3.34-3.36 (2H, m); 3.48 (4H, q, J= 6.3 Hz);
4.25-4.75 (2H, m); 4.69-4.75 (1H, m).

e RMN 1C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 21.69; 23.22; 25.05; 32.97; 38.46; 54.60;

121.95; 123.77; 126.21; 130.78; 130.78; 132.61; 156.99; 163.69; 173.14 (ver apéndice
M).

5.3.2.2.4 2-((3-etoxicarbonila)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-oxo-3-aliltiazo-
lidina-5-carboxilato de isopropila (4d)

S \>\N
sﬁ
@)
o 5

e Aspecto: Oleo marrom escuro; MM: 450.13 g/mol; rendimento: 75%; cLogP: 3.51; Ry:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): 6= 1.18 (6H, d, J= 7.0 Hz); 1.24 (3H, t, J= 7.0
Hz);1.75-1.81 (4H, m); 2.59-268 (2H, m); 2.83-2.93 (2H, m); 3.35-3.36 (2H, m); 3.48
(2H, g, J= 6.6 Hz); 4.02 (1H, sep, J= 6.6 Hz);4.25-4.33 (3H, m).

e RMN 8C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 12.06; 14.08; 26.27; 29.31; 37.23; 46.68;
47.90; 60.70; 61.31; 118. 29; 118.59; 131.09; 145.71; 153.94 (ver apéndice N).
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5.3.3 Série 5a-d

Os compostos contidos nesta série foram prontamente obtidos sem maiores

dificuldades que comprometessem os rendimentos finais.

5.3.3.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obtengdo dos compostos 5a-d

Ap0s a ocorréncia do tautomerismo inicial, o enxofre ataca o agente ciclizante, 2-
cloroacetoacetato de etila, causando a saida do atomo de cloro. Em seguida, o ion cloreto
abstrai o proton do enxofre carregado, estabilizando-o. Posteriormente, ocorre o ataque o par
de elétrons da amina (R,NH) ao carbonila cetbnica, fechando o anel de cinco membros. Logo
apos, o oxigénio carregado negativamente faz uma captura intramolecular de um hidrogénio
vizinho. A espécie &cida formada doa seu hidrogénio a hidroxila formada. Por fim, o ion
cloreto favorece uma reacdo de S-eliminagdo ao abstrair um hidrogénio, consequentemente,
liberando uma molécula de agua, estabilizando o anel tiazolidinico (Esquema 8) (SMITH &
MARCH, 2001; CAREY & SYNDBERG, 2007; AQUINO, 2007).
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Esquema 8 — Mecanismos reacionais envolvidos na obtenc@o dos compostos da série 5a-d

R;= Metila ou i-Propila
0 o O o R,= Fenila ou Alila

Fonte: Autor, 2015.

5.3.3.2 Caracterizacdo da série 5a-d por RMN de 'H e 13C

Foi verificada a formacdo dos compostos 5a-d por espectros de RMN de *H e 13C,
sinais caracteristicos, como os sinais referentes aos hidrogénios da metila do anel tiazolidinico
em torno de 6 2.5 ppm, bem como os sinais sobrepostos das metilas (RCH3) e metilenos
(R2CHy). Na anélise de RMN de 13C é caracteristica do sinal do carbono carbonilico do anel

tiazolidinona em torno de 6 166.0 ppm.
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5.3.3.2.1 2-(3-etoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-metil-3-
feniltiazolidina-5-carboxilato de etila (5a)

O

O//
b O
S L
S~
/\ol(ok

e Aspecto: Sdlido amorfo alaranjado escuro; MM: 470.13 g/mol; rendimento:
60%;cLogP: 3.87; PF: 130-131 °C; R¢: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCls): 8= 1.30 (6H, t, J= 7.5 Hz); 1.8-1.89 (4H, m); 2.58
(3H, 5),2.69-2.78 (2H, m); 2.88-2.95 (2H, m); 4.25 (4H, q, J= 6.6 Hz); 7.30-7.35 (2H,
m); 7.50-7.56 (3H, m).

e RMN 8C (400 MHz, ppm, CDCl3): 8= 14.09; 22.20; 22.97; 25.10; 25.41; 54.03;
62.94; 119.93; 129.33; 130.05; 130.47; 131.73; 132.45; 135.15; 158.52; 165.63 (ver
apéndice O).

5.3.3.2.22-(3-etoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-metil-3-feniltiazo
lidina-5-carboxilato de isopropila (5b)

o I

b £

\
S~
o 5
e Aspecto: Solido amorfo alaranjado escuro; MM: 484.15 g/mol; rendimento: 45%;
cLogP: 4.59; PF: 69-70 °C; R¢: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)
e RMN H (400 MHz, ppm, CDCls): = 1.23 (3H, t, J= 7.5 Hz); 1.33 (6H, d, J= 7.5
Hz); 1.48-1.78 (4H, m); 2.58 (3H, s); 2.69-2.78 (2H, m); 2.88-2.95 (2H, m); 4.14 (2H,
q, J= 6.3 Hz); 5.13 (1H, sep, J= 6.6 Hz); 7.28-7.35 (2H, m); 7.51-7.55 (3H, m)
e RMN 8C (400 MHz, ppm, CDCl3): 8= 14.38; 22.61; 41.50; 42.42; 81.61; 87.71;
121.64; 122.86; 125.86; 125.60; 129.26; 137.79 (ver apéndice P).
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5.3.3.2.32-(3-etoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-metil-3-aliltiazo
lidina-5-carboxilato de etila (5¢)

//

©j§ >\N§/
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e Aspecto: Sélido amorfo alaranjado claro; MM: 434.13 g/mol; rendimento: 47%);
cLogP: 4.95; PF: 80-81 °C; R¢: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCly): = 1.29 (6H, t, J= 6.8 Hz); 1.78-1.84 (4H, m);
2.66-2.71 (2H, m); 2.81-2.87 (2H, m); 2.62 (3H, s); 4.27 (4H, q, J= 6.4 Hz); 4.73-4.74
(2H, m); 5.91-6.00 (3H, m).

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 21.39; 23.22; 25.05; 39.06; 54.30; 121.95;
124.69; 125.60; 130.78; 132.30; 149.06; 149.06; 157.29; 163.69 (ver apéndice Q).

5.3.3.2.42-(3-etoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-metil-3-aliltiazo
lidina-5-carboxilato (5d)

0]
O
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e Aspecto: Oleo marrom escuro; MM: 448.15 g/mol; rendimento: 75%; cLogP: 3.77; Ry:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): 6= 1.29 (6H, d, J= 6.8 Hz); 1.33 (3H, t, J= 7.3
Hz); 1.78-1.84 (4H, m); 2.62 (3H, s);2.66-2.71 (2H, m); 2.81-2.87 (2H, m); 4.27 (2H,
g, J= 6.4 Hz); 5.15-5.06 (2H, m); 5.25 (1H, sep, J= 6.6 Hz); 5.91-6.0 (3H, m).

e RMN 3C (400 MHz, ppm, CDCls): &= 12.919; 14.413; 22.161; 22.870; 23.263;
25.274; 26.390; 47.111; 60.99; 66.99; 102.26; 117.77; 117.84; 119.25; 127.24;
131.61; 134.15; 146.44; 154.16; 156.52; 162.02; 164.04 (ver apéndice R).
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5.3.4 Série 6a-d

Na obtencdo dos compostos contidos nesta série, apenas 0s compostos 6b e 6d
apresentaram rendimentos baixos, em torno de 10 e 15%. Porém, optou-se por modificar a
estequiometria das reagdes, passando de 1:2 para 1:6.5. Apo6s a utilizagdo do agente ciclizante

em grande excesso, foram obtidos os compostos em rendimentos satisfatorios.

5.3.4.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obtencdo dos compostos 6a-d.

A utilizacdo do anidrido maleico como agente ciclizante pode gerar o mesmo produto
por duas direcdes envolvendo um Unico mecanismo reacional. Em uma das dire¢es, inicia-se
com amindlise seguida de uma adicdo tia-Michael, enquanto, a outra pode ser desenvolvida
na diregdo contréaria (AQUINO, 2007).

Inicialmente, ocorre a formagdo de um equilibrio tautomérico entre as formas da
tioureia. Em seguida, o par de elétrons da tiocarbonila (R-SH) ataca o carbono «,fS-insaturado
do heterociclo do anidrido maleico, deslocando a dupla ligacdo, deixando a carbonila
negativamente carregada, mas logo retornando, via efeito de ressonancia. Logo apds, ocorre o
segundo ataque, o par de elétrons da amina (RNH) ataca a carbonila e, em seguida, ocorre
uma protonagdo do enolato intermediario formado, seguida de uma aminolise, conduzindo a
formacdo do anel 4-tiazolidinona com uma funcdo acida na posicdo 5 deste (SMITH &
MARCH, 2001; CAREY & SUNDBERG, 2007; AQUINO, 2007) (Esquema 9).
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Esquema 9 — Mecanismos reacionais envolvidos na obtenc¢ao dos compostos 6a-d.

0
0 oR o} oB1 C 0 oR1
RES
I\NHR2 I\N,Rz /o I\N R,
s LH—NH s D—NH s° )N
sD HS, o
g
0= \o"0

Ry o Ri
N4 SN o)
\
| ) N\>_ Ro | ) N\ HR, | s N\>\ Ro
- . S NH - S > N
C 5 .

(0] R4= Metila ou i-Propila
R5>= Fenila ou Alila

FONTE: Autor, 2015.
5.3.4.2 Caracterizacdo da serie 6a-d por RMN de 'H e 13C

Foi verificada a formacdo dos compostos 6a-d por espectros de RMN de 'H e 13C,
sinais caracteristicos, como o0s sinais referentes aos hidrogénios do metileno do anel
tiazolidinona em torno de 6 3.0 e 3.5 ppm, . Na analise de RMN de 13C é caracteristica do

sinal do carbono carbonilico do anel tiazolidinona em torno de 6 166.0 ppm.

5.3.4.2.1 Acido 2-(3-etoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)4-oxo-3-fenil-
tiazolidina-5-carboxilico (6a)

HO
e Aspecto: Sélido amorfo vermelho escuro;MM:458.10 g/mol; rendimento: 80%; PF:
99-100 °C; cLogP: 3.95; Rt 0,50 (Hex/AcOEt 8:2)
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RMN 1H (400 MHz, ppm, CDCl3): 8= 1.24 (3H, t, J= 7.4 Hz); 1.75-1.82 (4H, m);
2.62-2.65 (2H, m); 2.70-2.74 (2H, m); 3.00 (1H, dd, J= 4.5 Hz); 3.30 (1H, dd, J= 4.5
Hz); 4.17 (2H, g, J= 7.3 Hz); 4.50 (1H, dd, J= 4.5 Hz); 7.39-7.43 (3H, m); 7.50-7.53
(2H, m).

RMN 23C (400 MHz, ppm, CDCls): 6= 13.64; 21.26; 23.08; 35.85; 59.34; 127.00;
128.08; 128.30; 133.08; 152.00; 155.69; 168.87; 162.87; 171.78; 172.65 (ver apéndice
S).

5.3.4.2.2 Acido 2-(3-isopropoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-oxo-3-
fenil-tiazolidina-5-carboxilico (6b)

o d

HO

Aspecto: Oleo alaranjado; MM: 472.11 g/mol; rendimento: 70%; cLogP: 4.31; Rs:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

RMN H (400 MHz, ppm, CDCls): 8= 1.15 (6H, d, J= 6.6 Hz); 1.65-1.74 (4H, m);
2.52-2.57 (2H, m); 2.61-2.65 (2H, m); 3.00-3.10 (1H, dd, J= 4.4 Hz); 3.27 (1H, dd, J=
4.5 Hz); 4.44 (1H, dd, J= 4.5 Hz); 5.01 (1H, sep, J= 6.2 Hz); 7.31-7.36 (3H, m); 7.39-
7.43 (2H, m).

RMN 83C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 22.15; 22.76; 23.13; 25.05; 26.44; 37.65;
43.79; 67.61; 127.80; 129.02; 129.25; 134.19; 152.84; 157.12; 163.18; 173.81 (ver
apéndice T).

5.3.4.2.3 Acido 2-((3-etoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ila)metileno)-4-oxo-3-
aliltiazolidina-5-carboxilico (6c¢)

o. [
o)
74
B
S \>\N
s
0
0
HO
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e Aspecto: Oleo vermelho escuro; MM: 422.10 g/mol; rendimento: 86%; cLogP: 3.13;
Rf: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN H (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 1.21 (3H, t, J= 7.2Hz); 1.68-1.75 (4H, m);
2.56-2.61 (2H, m); 2.65-2.68 (2H, m); 2.80 (1H, dd, J= 4.5 Hz); 3.26 (1H, d, J=7.4
Hz); 4.17 (2H, g, J= 6.9 Hz); 4.32-4.38 (2H, m); 5.21 (2H, dd, J= 4.5 Hz); 5.83-5.85
(1H, m); 8.35 (1H, sl).

e RMN BC (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 22.64; 23.02; 25.03; 26.16; 37.55; 43.99;
45.59; 60.21; 119.11; 120.22; 129.71; 130.41; 134.48; 151.83; 154.89; 163.79;
172.65; 174.85 (ver apéndice U).

5.3.4.2.4 Acido 2-(3-isopropoxicarbonila-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofen-2-ilaimino)-4-oxo-3-
aliltiazolidina-5-carboxilico (6d)
o I

HO

e Aspecto: Solido amorfo alaranjado; MM: 436.11 g/mol; rendimento: 90%; PF: 139-
140 °C; cLogP: 3.49; R¢. 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN *H (400 MHz, ppm, CDClIs): 6=1.28 (6, d, J= 5.6 Hz); 1.76-1.84 (4H, m); 2.64-
2.68 (2H, m); 2.72-2.76 (2H, m); 2.87 (1H, dd, J= 4.5 Hz); 3.34 (1H, dd, J= 4.5 Hz);
4.43 (1H, dd, J= 4.5 Hz); 5.21-5.24 (1H, m); 5.94 (1H, sep, J= 8.0 Hz).

e RMN 2C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 22.20; 22.68; 23.11; 25.05; 26.30; 37.66;
44.13; 45.64; 67.55; 119.24; 120.60; 129.73; 130.49; 134.31; 151.93; 163.32; 172.69;
174.32; 211.52 (ver apéndice V).

5.3.5 Série 7a-d

Todos os compostos desta série foram obtidos sem interferéncias envolvendo as etapas

reacionais e/ou de purificacao.
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5.3.5.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obten¢do dos compostos 7a-d.

Inicialmente, ocorre a formacdo de um equilibrio tautomérico entre as formas da
tioureia. Em seguida, o par de elétrons da tiocarbonila ataca o carbono a-halogenado da
bromoacetofenona, provocando a saida do grupo abandonador, posteriormente o ion
broménio abstrai o proton da tiocarbonila, estabilizando-a. Em seguida, ocorre o ataque
intramolecular do par de elétrons livre da amina a carbonila. Logo apds, a o oxigénio,
carregado negativamente, abstrai o préton do nitrogénio positivamente carregado,
estabilizando a estrutura formada. Por fim, a espécie acida formada protona a hidroxila do
anel formado, o que favorece uma fS-eliminacdo, através de uma desidratacdo, e gera o anel
substituido com um anel aromatico na posi¢do 4 (Esquema 10) (SMITH & MARCH, 2001,
CAREY & SUNDBERG, 2007; VARA et al., 2008).

Esquema 10 - Mecanismo reacional para a formagéo dos compostos 7a-d.

R
o Br
| D1 R B R | \
s k«}—N'HZ s >—NH2 >—NH

BI’
Ry R, Ri
o K o) K NI
| YN R | | N R
—_— s YNH — s N@ R s N 2
NSH
S <&Ar S\/}\ <> S\)(Ar
(6] N H
Ar © g oH

FONTE: Autor, 2015.
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5.3.5.2 Caracterizacdo da série 7a-d por RMN de *H e 13C

Foi verificada a formacdo dos compostos 7a-d por espectros de RMN de 'H e 13C,
sinais caracteristicos, como os sinais referentes ao hidrogénio do anel tiazolidinico e dos
aromaticos em torno de & 6.0 ppm e & 7.0-7.5 ppm, respectivamente. Na analise de RMN de

13C ¢ caracteristica do sinal do carbono sp? do anel tiazolidinona em torno de & 152.0ppm.

5.3.5.2.1 2-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-iladimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-car-boxilato
o]
B
S \

de etila (7a)
Be
S\A@
e Aspecto: Solido amorfo amarelo palido; MM: 460.13 g/mol; rendimento: 85%; PF:
120-121 °C; cLogP: 6.73; Rs: 0.50 (Hex/AcOEt 8:2)
e RMN *H (400 MHz, ppm, CDCl3): 6=1.16 (3H, t, J= 7.6 Hz); 1.76-1.83 (4H, m);
2.59-2.66 (2H, m); 2.72-2.78 (2H, m); 4.14 (2H, q, J= 6.2 HZz); 6.19 (1H, s); 7.06-7.13
(3H, m); 7.32-7.35 (4H, m); 7.21-7.29 (3H, m)
e RMN BC (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 14.37; 22.84; 23.24; 23.43; 25.20; 26.28;

59.68; 99.04; 126.58; 127.75; 128.32; 128.38: 128.57; 128.79; 128.88 (ver apéndice
W).

5.3.5.2.2 2-((3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilaimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-car-boxilato
de isopropila (7b)
ol I~

B
s N\
S\A@

—N
e Aspecto: Oleo verde escuro; MM: 474.14 g/mol; rendimento: 60%; cLogP: 7.09; Rs:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)
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e RMN !H (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 1.19 (6H, d, J= 7.6 Hz); 1.75-1.82 (4H, m);
2.59-2.66 (2H, m); 2.72-2.78 (2H, m); 5.11 (1H, sep, J= 6.7 Hz); 6.16 (1H, s); 7.06-
7.13 (2H, m); 7.29-7.35 (8H, m).

e RMN 8C (400 MHz, ppm, CDCl3): &= 22.03; 22.88; 23.24; 25.08; 26.35; 29.76;
66.87; 99.09; 117.83; 126.56; 127.69; 128.52; 128.78; 131.33; 134.11; 137.36;
139.88; 157.53; 161.48; 163.86 (ver apéndice X).

5.3.5.2.3 2-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iladenoimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-
carboxilato de etila (7c)

o. [
0

74
By {
S\>\N

e Aspecto: Oleo verde escuro; MM: 424.13 g/mol; rendimento: 48%; cLogP: 5.91; Ry:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)

e RMN !H (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 1.22 (6H, d, J= 7.6 Hz); 1.76-1.87 (4H, m);
2.67-2.71 (2H, m); 2.75-2.79 (2H, m); 4.16 (2H, q, J= 6.7 Hz); 4.52-4.53 (2H, m);
5.16-5.17 (2H, m); 5.95-5.96 (1H, m); 6.05 (1H, s); 7.36-7.39 (2H, m); 7.42-7.48 (3H,
m).

e RMN 13C (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 22.31; 24.44; 25.96; 45.77; 60.09; 107.62;
110.06; 126.68; 128.14; 128.31; 129.56; 134.13; 151.50; 154.85; 163.38; 172.83;
172.83; 174.66 (ver apéndice Y).

5.3.5.2.4 2-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iladenoimino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-
carboxilato de isopropila (7d)

e Aspecto: Oleo verde escuro; MM: 438.14 g/mol; rendimento: 45%; cLogP: 6.27; Rs:
0.50 (Hex/AcOEt 8:2)
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e RMN !H (400 MHz, ppm, CDCl3): 6= 1.29 (6H, d, J= 6.0 Hz); 1.78-1.85 (4H, m);
2.67-2.71 (2H, m); 2.76-2.79 (2H, m); 4.51-4.54 (2H, m); 4.95-5.00 (2H, m); 5.19 (1H,
sep, J= 6.1 Hz); 5.92-6.01 (1H, m); 6.05 (1H, s); 7.38-7.41 (2H, m); 7.43-4.46 (3H,
m).

e RMN BC (400 MHz, ppm, CDCl3): 8= 22.15; 23.00; 23.30; 25.25; 26.48; 48.30;
66.80; 98.12; 117.41; 125.78; 128.64; 129.20; 129.42; 131.25; 132.78; 140.37 (ver
apéndice Z).

5.4 Docking molecular

Apbs a execucdo de todos os experimentos de docking, utilizando os softwares
descritos na metodologia deste trabalho, os resultados para as energias de afinidade
ligante/enzima foram agrupados na tabela 1. E possivel observar que os ligantes
racionalmente planejados apresentam, de modo geral, uma interessante afinidade para
algumas enzimas analisadas, quando comparados com seus respectivos padrdes. Basicamente,

a funcdo desses padrdes é funcionar como controle positivo para 0s experimentos virtuais.
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Tabela 1 — Energia de Afinidade Final para a formagéo dos complexos ligante/enzima.
Compostos ~ TcTS TcPTR TcCR  TcTR  TcHGFRT  TcDHFR TcDHODH

2a -1.34 -6.91 -6.13 -7.29 -6.79 -7.49 -4.62
2b -6.48 -6.84 -5.60 -6.63 -6.36 -6.30 -5.40
2C -5.95 -5.66 -5.36 -5.83 -5.85 -5.84 -5.49
2d -6.00 -5.95 -5.16 -5.81 -4.92 -5.93 -5.12
3a -7.09 -6.92 -5.88 -7.04 -6.22 -1.24 -3.40
3b -1.27 -6.93 -5.72 -7.31 -6.12 -7.29 -4.72
3c -6.96 -6.42 -5.56 -6.17 -5.80 -6.45 -5.85
ad -7.29 -6.33 -5.59 -6.20 -6.35 -6.29 -5.93
4a -6.57 -7.08 -5.72 -6.29 -6.08 -6.39 -1.47
4b -1.74 -6.92 -6.15 -7.10 -6.74 -7.96 -3.60
4c -6.53 -7.00 -5.66 -6.65 -6.01 -6.78 -3.83
4d -6.69 -6.53 -5.62 -6.82 -6.50 -6.44 -3.28
5a -6.17 -6.88 -5.89 -6.65 -6.03 -7.50 -3.48
5b -6.83 -7.38 -6.22 -6.26 -6.70 -7.08 -4.29
5c -7.01 -6.97 -5.46 -5.80 -5.43 -6.71 -4.04
5d -7.28 -71.07 -5.85 -6.70 -5.98 -7.62 -3.49
6a -8.75 -1.67 -5.48 -7.33 -6.53 -6.77 -4.08
6b -1.71 -7.82 -5.62 -6.57 -7.34 -7.86 -4.12
6c -7.82 -7.52 -5.24 -6.42 -6.21 -7.05 -4.13
6d -7.98 -71.37 -5.29 -6.28 -6.10 -6.68 -3.99
7a -1.37 -7.58 -6.38 -7.37 -7.10 -7.61 -5.84
7b -1.78 -71.76 -6.74 -7.46 -6.77 -8.32 -3.91
7c -1.76 -7.33 -6.50 -6.87 -6.35 -8.11 -5.02
7d -7.53 -7.66 -5.97 -6.48 -5.96 -71.94 -2.96
Padréo -11.85 -8.22 -9.60 -8.80 -5.26 Né&o* -6.40

Fonte: Autor, 2015.
Nota: Energias de afinidade finais (Eg) estimadas em kcal/mol, através do seguinte calculo: Energia calculada

pelo AutoDock Tools® + Energias calculadas pelo AutoDock Vina® / 2. Padréo: ligantes em complexos com suas

respectivas enzimas (arquivo original do PDB); Nao*: enzima sem ligante complexado.
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De modo geral, observa-se que os ligantes planejados neste trabalho apresentam
afinidades maiores do que as observadas nos ligantes padrées (Figura 31) complexados com

seus respectivos alvos moleculares.

Figura 31 — Ligantes padrdes utilizados nos ensaios computacionais deste trabalho.
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O N N
H H l
O OH 0]

padrdo TcCR padrdo TCHGFRT padrdo TcDHODH
FONTE: Autor, 2015.

Considerando as energias de afinidade finais (Eg), pode-se determinar a energia de
afinidade global (Erg) das séries planejadas, de maneira que torna-se possivel propor as
melhores séries de compostos potencialmente inibidores de enzimas do parasito T. cruzi.

Na tabela 2, estdo mostradas as Efg para cada série de compostos, sendo possivel
visualizar uma maior tendéncia a inibicdo da TcTS por 50% destes compostos.
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Tabela 2 — Energias de afinidade global para as séries sintetizadas.

Série TcTS TcPTR TcCR TcTR TcHGFRT TcDHFR  TcDHODH
2a-d -6.44 -6.34 -5.56 -6.39 -5.98 -6.39 -5.15
3a-d -7.15 -6.65 -5.68 -6.68 -6.12 -6.81 -4.97
4a-d -6.88 -6.88 -5.78 -6.71 -6.33 -6.89 -3.04
5a-d -6.82 -7.07 -5.85 -6.35 -6.03 -71.22 -3.82
6a-d -8.06 -7.59 -5.40 -6.65 -6.54 -7.09 -4.08
7a-d -7.61 -7.58 -6.39 -7.04 -6.54 -7.99 -4.43

FONTE: Autor, 2015.

Nota: Erg(em kcal/mol) determinadas através do seguinte calculo: Er paraa+b +c+d /4.

5.4.1 Andlise dos compostos e seus respectivos sitios de ligacao

5.4.1.1 Série 2a-d.

Ao analisar tais compostos, percebe-se que estes tem uma maior afinidade pela enzima
TcTS, sendo a ordem de afinidade, 2a > 2b > 2d > 2c.

Dentre os compostos contidos nessa série, 0 2a € considerado o de maior afinidade
pela a TcTS, contribuindo com uma Eg= -7.34 kcal/mol. Este (Figura 32, A) apresenta a
regido do tetraidrobenzotiofeno localizada no sitio hidrofébico da enzima que, segundo Neres
e colaboradores (2009), composto por TYR119 e TRP312, favorecendo uma melhor interacdo
ligante/enzima. Ainda com relagdo ao composto 2a, um dos nitrogénios da tioureia interage
com o sitio aceptor/doador, através da doacdo de um hidrogénio (R,NH) dessa tioureia para o
residuo aceptor da ASP96 (Figura 33). Por fim, o éster etilico (em R;) encontra-se localizado
préximo a outro sitio aceptor/doador importante da enzima, ARG53. Todas essas informacgoes
corroboram com dados obtidos por Neres e colaboradores (2009), quando este trata de
compostos ativos sobre esta enzima.

Ja o composto 2b apresenta a segunda maior contribuigcdo energética da série (Er= -
6.48 kcal/mol), tal fato advém da conformagdo deste ser menos estavel do que a observada
para 0 composto 2a, pois esta afasta o nitrogénio (R,NH) da tioureia do residuo aceptor,
ALA59. Porém, a fenila na posi¢do N-terminal da tioureia encontra-se em uma regido bastante
hidrofobica, composta por TYR113, TYR119 e TRP120, conferindo certa estabilidade ao
complexo (Figura 32, B). Por fim, de acordo com Neres e colaboradores (2009), um bom

inibidor da TcTS possui um nucleo tiofeno localizado entre os residuos TRP312 e TYR119,
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porém o composto 2b apresenta o nucleo tetraidrobenzotiofeno localizado em desacordo com
tal afirmacé&o, sugerindo a explicacéo para a reducdo da afinidade deste em relacdo ao 2a.

O composto 2c contribui com a menor Eg para a série, uma vez que este encontra-se
totalmente afastado de importantes sitios da TcTS (Figura 32, C). Porém, a conformacéo
adotada possibilita a interacdo com o residuo TYR248, fornecendo certa estabilidade ao
complexo formado.

Na analise do composto 2d com seus respectivos residuos (Figura 32, D), chega-se a
conclusdo que o principal residuo estabilizante para a formacdo do complexo encontra-se no
sitio aceptor/doador ASP96. Além disso, a carbonila do éster etilico (em R;) realiza uma
ligacdo de hidrogénio com a TYR119, funcionado como um sitio aceptor de hidrogénio.

Figura 32 — Compostos da série 2a-d em complexo com a enzima TcTS.

Fonte: Autor, 2015.
Nota: Em A, composto2a. Em B, composto 2b. Em C, composto 2¢c. Em D, composto 2d. Linha pontilhada

verde, ligacdo de hidrogénio. Esferas, atomos participantes de ligac@es de hidrogénio.
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Figura 33 — Interacdo do 2a com o dominio aceptor ASP96.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Distancia da interagio determinada em Angstrom.

A anélise mais aprofundada do composto 2a sugere que este seja capaz de se ligar
exatamente no mesmo sitio (tipo-fenda) do inibidor padrdo da TcTS observado no arquivo
original do PDB (Figura 34), validando a metodologia empregada nos experimentos de

docking.

Figura 34 — Visualizacao do composto 2a e 0 padrao no sitio inibitério da TcTS.

PadraoTS

Fonte: Autor, 2015.
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Ao visualizar o cluster (Figura 35) para essa série de compostos, verifica-se que 0s
compostos 2b e 2d também sdo capazes de interagirem no mesmo local em que o padraoTS
(exerce sua atividade. Porém, ainda percebe-se que 0 composto 2c encontra-se muito afastado

dessa fenda, o que corrobora com sua baixa afinidade para essa enzima (Er= -5.95 kcal/mol).

Figura 35 — Visualizacéo do cluster para os compostos 2a-d.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em vermelho, 2a; Em amarelo, 2b; Em rosa, 2c; Em branco, 2d.

5.4.1.2 Série 3a-d.

Ao observar as energias de afinidades finais (Ef) entre esta série e as enzimas
estudadas evidencia que esta tenha uma maior afinidade pela enzima TcTS (Efc= -7.15
kcal/mol). Além disso, nota-se que 0s compostos pertencentes a série obedecem uma ordem
de afinidade, sendo 3d > 3b > 3a > 3c.

O composto 3d e responsavel pela maior contribuicdo energética da série (Er= -7.29
kcal/mol). Tal composto (Figura 36, A) é capaz de interagir, através de uma ponte de
hidrogénio, com a amina terminal (R-NH,) do residuo ARG35. Em adi¢do, o atomo de
enxofre pertencente ao anel tiazolidinona funciona como um dominio aceptor para a ligacao
de um hidrogénio proveniente da amina terminal do residuo ARG314. Este ultimo esta

relacionado a atividade sobre TcTS (Neres et al.,2009).
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Na figura 37 é mostrado o sitio ativo da enzima em complexo com composto 3d, além
das respectivas distancias entre os &tomos participantes das interacoes.

Figura 36 - Compostos da série 3a-d em complexo com a enzima TcTS e suas respectivas

interacoes.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em A, composto 3a. Em B, composto 3b. Em C, composto 3c. Em D, composto 3d. Linha pontilhada
verde, ligacdo de hidrogénio. Esferas, atomos participantes de ligagdes de hidrogénio.
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Figura 37 — Composto 3d em complexo com a enzima TcTS.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Distancia das interacSes determinadas em Angstrém.

Ao analisar os compostos 3a e 3b é possivel verificar que ambos apresentam uma
conformacao ligante bastante aproximada entre si (Figura 38). Porém, sobre o composto 3a,
pode-se afirmar que a ligacdo de hidrogénio ocorrida entre o éster etilico (em R;) e a hidroxila
da TYR119 desfavorece a afinidade do composto pela enzima e, consequentemente, reduz a
estabilidade do complexo. J& com relagdo ao composto 3b, a iso-propila (em R;) impede a
ocorréncia dessa interagdo com a TYR119, porém este grupo quimico encontra-se localizado
no dominio hidrofobico da TcTS, o que explica o aumento da afinidade de 3b em relacdo a 3a
(Figura 36, B).
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Figura 38 — Semelhancas entre as conformagcdes ligantes dos compostos 3ae 3b.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em laranja, 3a; Em vermelho, 3b.

Apesar do composto 3c apresentar algumas interacdes com um residuo envolvido na
atividade de compostos sobre a TcTS (nesse caso, ARG314), este se mostra em uma
conformacdo desfavoravel a interagdo com os dominios estabelecidos por Neres e
colaboradores (2009) (Figura 36, C). Na figura 39 é mostrado o cluster para a série de
compostos, onde percebe-se que o composto 3d apresenta um melhor encaixe na fenda do

sitio ativo da enzima em questéo.

Figura 39 — Visualizacao do cluster dos compostos da série 3a-d.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em laranja, 3a; Em vermelho, 3b; Em azul, 3c; Em rosa, 3d.

Edeildo F. da Silva Junior



92

5.4.1.3 Série 4a-d

Esta série de compostos preferencialmente atua sobre a TcDHFR, com uma Egg= -6.89
kcal/mol, sendo a ordem de afinidade entre os compostos, 4b > 4c > 4d > 4a.

Dentre 0s compostos pertencentes a esta série, o 4b é responsavel pela maior
contribuicdo energética, apresentando uma Eg= -7.96 kcal/mol. Ainda, este é capaz de
interagir, via ponte de hidrogénio, com o residuo VAL45 (Figura 40, B). Tal interacdo é
permitida devido a carbonila do éster etilico (posicdo 5 do anel tiazolidinona) funcionar como

um grupo aceptor de hidrogénio (Figura 41).

Figura 40 - Compostos da série 4a-d em complexo com a enzima TcDHFR e suas respectivas

interacoes.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em A, composto 4a. Em B, composto 4b. Em C, composto 4c. Em D, composto 4d. Linha pontilhada

verde, ligacdo de hidrogénio. Esferas, atomos participantes de ligacdes de hidrogénio.
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Figura 41 — Composto 4b em complexo com a enzima TcDHFR.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Distancia da interagio determinada em Angstrém.

Em geral, observa-se que todos os compostos desta série apresentam o residuo MET49
em suas respectivas interacbes com o sitio ativo da TcDHFR, o qual de acordo com
Schormann e colaboradores (2010), esta relacionado com a atividade sobre tal enzima (Figura
40). Em adicdo, nenhum dos compostos € capaz de interagir com o residuo PHE31, o que iria
acarretar em uma maior seletividade a hDHFR por parte desses compostos (SCHORMANN et
al., 2010).

Todos os compostos da série se ligam no mesmo local no sitio ativo da enzima,

formando um cluster (Figura 42).
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Figura 42 — Visualizacao do cluster dos compostos da série 4a-d.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em verde, 4a; Em vermelho,4b; Em azul, 4c; Em amarelo, 4d.

5.4.1.4 Série 5a-d

Tal série de compostos apresenta uma maior afinidade pela a enzima TcDHFR (Egc= -
7.22 kcal/mol), sendo a ordem de afinidade entre eles, 5d > 5a > 5b > 5c.

O composto 5d representa 0 maior contribuinte energético desta série, apresentando
uma Eg= -7.62 kcal/mol. Este é capaz de interagir, via ponte de hidrogénio, com o principal
residuo envolvido na inibicdo desta enzima, MET49 (SCHORMANN et al., 2010). Tal
interacdo é proveniente do fato de que o atomo de oxigénio do éster etilico funciona como um
aceptor para o hidrogénio da hidroxila (-OH) da MET49 (Figura 43, D).
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Figura 43 - Compostos da série 5a-d em complexo com a enzima TcDHFR e suas respectivas

interacoes.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em A, composto 5a. Em B, composto 5b. Em C, composto 5¢. Em D, composto 5d. Linha pontilhada

verde, ligacdo de hidrogénio. Esferas, atomos participantes de ligac@es de hidrogénio.

Com relacdo ao composto 5a, este também é capaz de interagir, via ponte de
hidrogénio, com a MET49, porém o atomo aceptor dessa interacdo é o enxofre contido no
anel tiazolidinico (Figura 43, A).

Quando se compara 0 5a com o 5d, em termos de distancia da interacdo com a
MET49, percebe-se que apesar da interacdo do 5a ser mais proxima (3.01 A), o que sugere
uma ligagdo mais forte e estdvel, porém tal fato é contrariado ao observar as Eg dos
compostos 5a e 5d (3.98 A) (Figura 44). A explicacdo para essa divergéncia esta relacionada

Edeildo F. da Silva Junior



96

as conformac0es adotadas pelos compostos 5a e 5d. Ao analisar o cluster da série (Figura 45),
percebe-se que a interagdo entre 0 5a e a MET49 desfavorece a conformagdo deste,
impedindo a completa entrada deste a fenda do sitio ativo. Essa conformacgéo adotada sugere

uma reducdo da estabilidade e, consequentemente, afinidade do 5a pela enzima.

Figura 44 — Compostos 5d e 5a e suas intera¢des com a MET49.

Nlet4? ”.' .
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Fonte: Autor, 2015.

Nota: Distancia da interagio determinada em Angstrém.

Figura 45 — Visualizacao do cluster para os compostos da série 5a-d.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em azul, 5a; Em verde,5b; Em amarelo, 5¢; Em vermelho, 5d.
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Por fim, todos os compostos (Figura 43) da série sdo capazes de interagir com o
principal residuo relacionado a atividade inibitoria desta enzima, MET49 (SCHORMANN et
al., 2010).

5.4.1.5 Série 6a-d

Esta série apresenta a maior afinidade pela TcTS observada dentre todas as séries, com
uma Erg= -8.06 kcal/mol. Ainda, tal afinidade obedece a seguinte ordem entre 0s compostos:
6a >6d> 6¢ > 6b.

O composto 6a (Figura 46, A) apresenta interagdes que contribuem com a estabilidade
do complexo, estas ocorrem entre o atomo de oxigénio da hidroxila (-OH) da funcéo acida, na
posicdo 5 do anel tiazolidinona, e as aminas terminais (-NH;) dos residuos ARG35 e
ARG314. Este ltimo estd relacionado a atividade antichagasica (Neres et al., 2009).
Adicionalmente, a interacdo do oxigénio do éster etilico (=O) com a hidroxila (-OH) da
TYR119, impedindo o encaixe adequado do tetraidrobenzotiofeno entre os residuos TYR119
e TRP312, reconhecidos como dominio hidrofébico (Neres et al., 2009).

Na figura 47, sdo mostradas as distancias relativas as interacdes entre o composto 6a
0s amino&cidos do sitio ativo da TcTS.

Figura 46 — Conformagdes e interagdes para 0os compostos 6a-d. (continua)
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Figura 46 — Conformac®es e interagdes para 0os compostos 6a-d. (concluséo)

Fonte: Autor 2015.

Nota: Em A, composto 6a. Em B, composto 6b. Em C, composto 6¢. Em D, composto 6d. Linha pontilhada

verde, ligacdo de hidrogénio. Esferas, atomos participantes de ligacdes de hidrogénio.

Ao analisar os compostos 6a e 6¢, observa-se que estes apresentam uma conformacédo
muito semelhante entre si, apenas havendo uma mudanca conformacional na regido R; destes

compostos (Figura 47).

Figura 47 — Composto 6a em complexo com a enzima TcTS.

Arg314

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Distancias entre as interagdes determinadas em Angstrom.

Edeildo F. da Silva Junior



99

Figura 47 — Semelhanca entre as conformagdes dos compostos 6a e 6c.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em vermelho, 6a; Em amarelo, 6c¢.

Com relacdo ao composto 6b (Figura 46, B), observa-se que este apresenta o
tetraidrobenzotiofeno posicionado entre os residuos TYR119 e TRP312 (dominio
hidrofébico), porém percebe-se que hd um pequeno deslocamento na conformacdo, devido
aos atomos de enxofre do anel tiofeno e do nitrogénio da imina estarem funcionando como
aceptores de ligacdo de hidrogénio, no caso, proveniente da hidroxila (-OH) da TYR1109.

No geral, para todos os compostos desta série (Figura 46), o grupamento acido do anel
tiazolidinona é extremamente fundamental a afinidade pela TcTS, onde tal grupo é capaz de
ocupar o dominio aceptor/doador do sitio ativo da mesma, composto basicamente por
ARG314 e ARG245 (Neres et al., 2009). Ja a interacdo com a TYR119 se mostra
intimamente ligada a afinidade, tal interacdo, quando hidrofdbica, favoravel, quando
aceptora/doador de hidrogénio, desfavoravel. Porém, visualizando o cluster (Figura 49)
percebe-se que todos os compostos apresentam a mesma fenda como sitio de ligacdo na

enzima TcTS.
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Figura 49 — Visualizacao do cluster para os compostos da série 6a-d.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em vermelho, 6a; Em azul, 6b; Em amarelo, 6¢; Em rosa, 6d.

5.4.1.6 Série 7a-d

Esta série de compostos pode ser considerada como a mais promissora, uma vez que,
analisando as colunas da tabela 2, verifica-se esta apresenta afinidades para quatro das sete
enzimas estudadas, sendo elas, TcCR, TcTR, TcTHGFRT e TcDHFR. Porém, em termos de
seletividade, os compostos de 7a-d tém maior afinidade pela enzima TcDHFR (Erg= -7.99
kcal/mol), obedecendo a seguinte ordem: 7b > 7¢ > 7d > 7a.

O composto 7b apresenta uma excelente complementaridade com a fenda do sitio
ativo da TcDHFR, garantindo-lhe uma Eg= -8.32 kcal/mol (Figura 50). Além disso, é capaz de
interagir com o residuo critico desta enzima, MET49 (Figura 51, B) (SCHORMANN et al.,
2010). Estes dados estdo relacionados com observacGes obtidas nas pesquisas de Leite e
colaboradores (2006), onde sugerem que quanto maior a lipofilicidade de um determinado

composto, este tende a apresentar um valor de 1Cso menor.
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Figura 50 — Composto 7b no sitio ativo da enzima TcDHFR.

Fonte: Autor, 2015.

Figura 51 — Conformagdes e interagdes para 0s compostos 7a-d. (continua)
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Figura 51 — Conformac®es e interagdes para 0os compostos 7a-d. (concluséo)

C

Fonte: Autor 2015.

Nota: Em A, composto 7a. Em B, composto 7b. Em C, composto 7c. Em D, composto 7d.

De modo geral, a série 7a-d interage hidrofobicamente com o sitio ativo desta enzima,
onde a MET49 esta presente em todos os complexos ligante/enzima analisados (Figura 51).
Por fim, € possivel observar as semelhancas entre as conformacgdes adotadas por estes

compostos no cluster formado por esta série (Figura 52).

Figura 52 — Visualizacao do cluster para os compostos da série 7a-d.

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Em azul, 7a; Em vermelho, 7b; Em verde, 7c; Em amarelo, 7d.
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5.5 Atividade Antichagésica Preliminar em Formas Amastigotas (in vitro)

A tabela 3 mostra os resultados para a avaliacao bioldgica dos compostos de cada série
frente as células infectadas com formas amastigotas do parasito T. cruzi.

A grande maioria dos compostos ndo apresenta atividade significante para inibir 50%
dos parasitos na concentracdo de 10 uM, portanto, ndo possibilitando estimar a ICsp para tais
compostos.

Compostos relacionados a inibicdo das enzimas TcTS e TcDHFR se mostraram
detentores de elevadas toxicidades, séo eles, 4a, 5b e 6b, com CCsy de 7.2 uM, 9.8 uM e 5.0
MM, respectivamente. Desse modo, a toxicidade elevada desses compostos sugere que 0S
mesmo nao possam ser continuados dentro do estudo de desenvolvimento de novos
compostos antichagasicos, pois sdo capazes de matar as células do hospedeiro em uma
concentracdo que ndo afeta o parasita intracelular, portanto, tais compostos foram descartados
dos estudos.

Tabela 3 — Resultados da avaliacdo da atividade antichagasica e citotéxica, in vitro, dos

compostos sintetizados sobre células C2C12 infectadas com formas amastigotas do parasito T.

cruzi. (continua)
Compostos Amastigotas de Trypanosoma cruzi
ICs0 (LM) CCs (M)
2a >10 >10
2b >10 >10
2c >10 >10
2d >10 >10
3a >10 >10
3b >10 >10
3c >10 >10
3d >10 >10
4a >10 7.2
4b >10 >10
4c >10 >10
4d >10 >10
5a >10 >10
5b >10 9.8
5¢c >10 >10
5d >10 >10
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Tabela 3 — Resultados da avaliacdo da atividade antichagasica e citotoxica, in

vitro, dos compostos sintetizados sobre células C2C12 infectadas com formas

amastigotas do parasito T. cruzi.

Fonte: Autor, 2015.

(concluséo)

6a >10 >10

6b >10 >10

6¢ >10 >10

6d >10 5.0

7a >10 >10

7b 5.0 >10

7c 9.2 >10

7d >10 >10

BnZ 10.0 >10
DMSO+RPMI >10 >10

Nota: Concentragcdo maxima testada= 10 uM; Bnz — Benznidazol, controle positivo; DMSO+RPMI — controle

negativo.

Com relagdo aos compostos detentores de atividade anti-T. cruzi significante na

concentracdo de 10 UM, 7b e 7c, apresentaram melhores resultados do que o farmaco padrédo-

ouro utilizado como controle positivo, sendo o 7b o mais promissor. Além disso, ambos 0s

compostos ndo apresentaram CCsy na concentracao testada, igual ao BnZ.

Devido dois compostos da série 7a-d terem sido considerados ativos em concentragdes

significativas (<10 pM), foi realizado um ensaio de MTT para a serie, utilizando

concentracdes de 10 e 100 uM (Tabela 4).

Tabela 4 — Viabilidade celular para a série 7a-d em ensaio de citotoxicidade.

Composto Concentracao % viabilidade Concentracéo % viabilidade
celular celular

7a 10 uM 92.0 100 uMm 80.0

7b 10 uM 85.0 100 uM 73.0

7c 10 pM 78.0 100 pM 68.0

7d 10 pM 57.0 100 pM 52.0
Tween a 3% 10 uM 6.00 100 uM 0.16
DMSO a 0.05% 10 uM >99.0 100 uM 99.0

Fonte: Autor, 2015.

Nota: Tween a 3%, controle de morte; DMSO a 0.05%, controle de vida.
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O grafico 1 ilustra os resultados obtidos nos ensaios de MTT, mostrados na tabela 4
(acima). E verificado que a série testada apresenta uma toxicidade relativamente baixa.

Com relacdo aos compostos ativos 7b e 7c, estes apresentam CCso maior do que 100
KM, 0 que sugere uma equivaléncia ao BnZ, pois de acordo com dados da literatura obtidos

por Moreira e colaboradores (2014), o BnZ apresenta CC5,>100 uM.

Graéfico 1 — Resultados dos ensaios de MTT para a série 7a-d.
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Dados expressos por media +EPM Diferencas significativas determinadas por ANOVA seguido
do teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. **p < 0,01, **p < 0,001,

Fonte: Autor, 2015.

Nota: EPM: erro padrdo médio.

5.6 Atividade Antichagéasica em Formas Tripomastigotas (in vitro)

Apobs a obtencdo dos resultados da avaliacdo bioldgica sobre as formas amastigotas,
foram realizados ensaios em formas tripomastigotas do parasito T. cruzi (Tabela 5).

E observado que o composto 3d é o mais eficaz dentre os demais, apresentando 84%
de inibicdo das tripomastigotas, a 25 pM. Além disso, foi verificado que este apresenta uma

ICso menor do que o farmaco usando como controle positivo, BnZ.

Tabela 5 - Resultados da avaliagdo da atividade antichagésica, in vitro, dos compostos

sintetizados sobre células MK2 infectadas com formas tripomastigotas do parasito T. cruzi.

(continua)
Compostos Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
% inibicdo (25 uM) I1Cso (UM)
2a 1.6 >25
2b 5.8 >25
2c 11.9 >25
2d 15.1 >25
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Tabela 5 - Resultados da avaliacdo da atividade antichagasica, in vitro, dos
compostos sintetizados sobre células MK2 infectadas com formas

tripomastigotas do parasito T. cruzi (concluséo)

3a 3.2 >25
3b 27.0 >25
3c 4.5 >25
3d 84.1 10.3
4a 10 >25
4h 7.7 >25
4c 7.1 >25
4d 6.7 >25
5a 9.0 >25
5b 27.7 >25
5¢c 16.7 >25
5d 6.7 >25
6a 6.4 >25
6b 6.4 >25
6C 5.1 >25
6d 7.7 >25
7a 5.8 >25
7b 4.5 >25
7c 5.1 >25
7d 6.1 >25
BnZ 100.0 11.4
DMSO+RPMI 0.01 >25

Fonte: Autor, 2015.

Nota: BnZ — controle positivo; DMSO+RPMI — controle negativo.

De modo geral, ndo foram obtidas as 1Csp para 0s demais compostos testados,

sugerindo que doses mais elevadas sejam necessarias para a obtencdo de tais resultados.
5.7 Relacao entre os Estudos de Docking e Ensaios Biologicos
De acordo com 0s dados obtidos e expressos nas tabelas 1, 2, 3 e 5, pode-se afirmar

que hd uma relacdo entre os resultados do estudo de docking e 0s compostos que se

mostraram ativos nos ensaios bioldgicos desenvolvidos.
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Ao observar a tabela 2, percebe-se que a série 7a-d apresenta uma afinidade maior
pela enzima TcDHFR (Erc= -7.99 kcal/mol), sendo os melhores compostos, 7b e 7c,
resultados refletidos na tabela 3. Desse modo, pode-se sugerir que tais compostos possam
desempenhar seu mecanismo de acao através da inibicdo da TcDHFR de formas amastigotas,
impedindo a reducdo do folato e, consequentemente, conduzindo a morte do parasito
(SCHORMANN et al., 2010; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Com relacdo ao composto 3d, este se mostrou com maior afinidade pelo sitio ativo da
enzima TcTS (Er=-7.29 kcal/mol) e apresentou atividade sobre formas tripomastigotas (ICso=
10.3 pM). Porém, este ndo se mostrou ativo para células infectadas com formas amastigotas
do T. cruzi. Tal fato, provavelmente esté relacionado a fisiologia do parasito, uma vez que, a
enzima TcTS € expressa apenas na estagio tripomastigota (COLLI, 1993). Desse modo, nédo
causa controvérsia entre os resultados bioldgicos, além de validar os ensaios de docking.

Ademais, a baixa porcentagem de inibicdo das formas tripomastigotas que alguns
compostos apresentaram, provavelmente esta relacionada a baixa solubilidade destes e/ou

fatores fisiologicos dos parasitos.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclui-se que as metodologias sintéticas empregadas foram bastante eficazes,
possibilitando a obtencdo de um total de 24 compostos finais, com rendimentos variando em
40 e 98%, sem a utilizacdo de catalisadores. Desse total de compostos, quatro séo
pertencentes a classe dos tioureicos e vinte tiazolidinicos.

Todos os derivados obtidos foram satisfatoriamente caracterizados e validados pelas
de técnicas de RMN de hidrogénio e carbono treze.

De modo geral, os compostos obtidos apresentaram valores de cLogP elevados,
sugerindo uma alta lipofilicidade para estes. Em adigéo, este fato pode estar diretamente
relacionado a atividade desempenhada por estes.

De acordo com ensaios de docking molecular,cinquenta por cento dos compostos
obtidos apresentaram afinidade pela enzima TcTS e, os demais pela TcDHFR. Dentre estes,
trés se mostraram bastante promissores como possiveis farmacos antichagasicos em ensaios
bioldgicos.

Por fim, o composto 3d se mostrou como um provavel inibidor da TcTS, em
tripomastigotas, e 0s compostos 7b e 7c, inibidores da TcDHFR em formas amastigotas,
ambos com valores de 1Csy menores do que o farmaco padrdo, benznidazol. Além disso, 0s
respectivos compostos ativos apresentaram baixa toxicidade, ndo sendo observada morte em
50% da populacdo de células MK2em dose até 100 uM.

Apbs a analise dos resultados contidos neste trabalho, objetiva-se variar as regides
anteriormente planejadas para os compostos 3d, 7b e 7c, com a finalidade de observar a
influéncia de novos substituintes sobre as interacBes criticas observadas e/ou surgimento de
nova interacdes capazes de contribuir com a formacdo do complexo. Inicialmente, almeja-se
modificar o volume hidrofébico dos compostos, variando o anel de seis membros
(tetraidrobenzotiofeno), sendo este, substituido anéis de sete e oito membros. Tal modificacéo
visa aumentar o contato destes novos ligantes com o sitio hidrofobico presente nas enzimas,
através do aumento do volume espacial.

Com relagdo ao composto 3d, além da modificacdo hidrofébica, pretende-se substituir
0 volume do grupamento ligado ao éster, de maneira a reduzir o nimero de carbonos. Esta
modificacdo visa desproteger mais 0 grupo éster que, neste caso, funciona como dominio
aceptor da molécula.

Para os compostos 7b e 7c, objetiva-se verificar a influencia de novos substituintes

ligados ao anel aromatico proveniente do agente ciclizante bromoacetofenona.
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Provavelmente, a utilizacdo de um grupo p-cloro neste anel acarretaria em um aumento da
hidrofobicidade da molécula, o que conduziria ao aumento da atividade bioldgica destes.

Apos a avaliacdo de todas estas modificacdes supracitadas em ensaios de docking
molecular, observando as interacdes e os residuos envolvidos nestas, rendendo bons
resultados, a nova série de compostos sera sintetizada. Em seguida, esta serd testada em
ensaios com amastigotas e tripomastigotas, com a finalidade de observar o aumento da
atividade bioldgica.

Além disso, as séries de compostos testadas neste trabalho e a nova série de compostos
futuros serdo estudas mediantes ensaios visando atividade leishmanicida, uma vez que esta
também esté contida na familia Trypanosomatidae.

Por fim, as informacdes futuramente obtidas com esta nova série de compostos
alimentard o banco de dados sobre ligantes e alvos importantes do T. cruzi e Leishmania sp.,
cujo estd em pleno andamento, com informacdes que irdo auxiliar o desenvolvimento de

novos prototipos com atividade antichagéasica e/ou leishmanicida.
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