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RESUMO

As doencas negligenciadas sdo responsaveis por causar morbidade e mortalidade em todo o
mundo, sendo prevalentes em paises tropicais e subtropicais. Dentre essas enfermidades, a
doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, e a tripanossomiase humana africana,
causada por T. brucei gambiense ou T. brucei rhodesiense, configuram problemas de saude
publica, principalmente em paises da América Latina e da Africa Subsariana, respectivamente.
As terapias farmacoldgicas atualmente empregadas no tratamento de tais doencas apresentam
problemas de eficacia, toxicidade e/ou resisténcia. Nesse contexto, torna-se necessario investir
na descoberta de farmacos mais eficazes contra essas enfermidades. A cruzaina (CRZ) do T.
cruzi e uma enzima tipo catepsina L (TbrCATL) do T. brucei sdo cisteino proteases
consideradas como alvos promissores para 0 desenvolvimento de novos compostos com
atividade tripanocida, uma vez que desempenham fungdes vitais nestes parasitos. Analogos
cumarinicos tém sido reportados como agentes tripanocidas potentes. Diante disso, este estudo
teve como objetivo desenvolver cumarinas racionalmente planejadas visando a inibi¢ao dessas
cisteino proteases dos protozoarios T. cruzi e T. brucei. Assim, com o intuito de descobrir
potenciais inibidores de tais alvos, foi aplicada inicialmente a técnica de fragment-based drug
design (vFBDD), que possibilitou a identificacdo de um derivado cumarina-tiossemicarbazona
(FN-27), como a molécula mais ativa frente a tais proteases, CRZ (ICso: 14,4 + 0,02 uM) e
TbrCATL (ICso: 2,0 £ 0,6 uM), além de exibir atividade efetiva contra células infectadas por
formas amastigotas de T. cruzi (ECso: 5,5 uM). Paralelamente, identificou-se ainda um
andlogo cumarina-chalcona (FN-10) com atividade promissora contra tripomastigotas de T.
brucei (ECso: 4,8 + 0,1 uM), porém este ndo demonstrou atividade contra CRZ ou ThrCATL.
Adicionalmente, dos estudos de docking molecular, em que se considerou a FN-27 como sendo
um controle positivo, uma série de 14 novas cumarinas foi planejada e sintetizada para posterior
avaliagdo bioldgica. Por fim, com a conclusdo deste trabalho, espera-se produzir moléculas
potencialmente ativas contra os parasitos T. cruzi e T. brucei, mediante inibicdo enzimatica

desses alvos, bem como contribuir no desenvolvimento de futuros protétipos de farmacos.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas; Tripanossomiase humana africana; Cruzaina; catepsina
L TbrCATL,; Docking.



ABSTRACT

Neglected diseases are responsible for causing morbidity and mortality worldwide, being
prevalent in tropical and subtropical countries. Among these diseases, Chagas disease, caused
by Trypanosoma cruzi, and Human African Trypanosomiasis, caused by T. brucei gambiense
or T. brucei rhodesiense, constitute public health problems, mainly in countries in Latin
America and sub-Saharan Africa, respectively. Pharmacological therapies currently employed
in the treatment of such diseases have problems of efficacy, toxicity, and/or resistance. In this
context, it is necessary to invest in the discovery of more effective drugs against these diseases.
Cruzain (CRZ) from T. cruzi and a cathepsin L-like enzyme (TbrCATL) from T. brucei are
cysteine proteases considered promising targets for the development of new compounds with
trypanocidal activity since they play vital roles in these parasites. Coumarin analogs have been
reported as promising trypanocidal agents. Therefore, this study aims to develop rationally
designed coumarins aimed at inhibiting these cysteine proteases from the T. cruzi and T. brucei
protozoa. Thus, to discover potential inhibitors of such targets, the fragment-based drug design
(vFBDD) technique was initially applied, which made it possible to identify a coumarin-
thiosemicarbazone derivative (FN-27), as the most active molecule against such proteases,
CRZ (ICs0: 14.4 uM % 0.02) and ThrCATL (ICso: 2.0 pM % 0.6), in addition to exhibiting
effective activity against cells infected by T. cruzi amastigotes (ECso: 5.5 uM). At the same
time, a coumarin-chalcone analog (FN-10) with promising activity against T. brucei
trypomastigotes (ECso: 4.8 uM = 0.1) was also identified, but it did not demonstrate activity
against CRZ or TbrCATL. Additionally, from molecular docking studies, in which FN-27 was
considered a positive control, a series of 14 new coumarins was planned and synthesized for
further biological evaluation. Finally, it is expected to produce potentially active molecules
against the T. cruzi and T. brucei parasites, through enzymatic inhibition, as well as to help in
the development of future drug prototypes.

Keywords: Chagas disease; African human trypanosomiasis; Cruzain; Cathepsin L
(TbrCATL); Docking.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sé&o um grupo de doencgas prevalentes
em diversos paises tropicais e subtropicais, afetando geralmente as populagdes mais pobres e
marginalizadas (BURGOS et al., 2020). Estima-se que as DTNs acometam mais de 1 bilhao
de pessoas em todo 0 mundo (OMS, 2023). As tripanossomiases, como doenga de Chagas (DC)
e tripanossomiase humana africana (HAT, conhecida também como doenca do sono) sdo DTNs
listadas como sendo de alta prioridade pela OMS (PARTHASARATHY; KALESH, 2020).

A DC é prevalente principalmente nas Ameéricas do Sul e Central, tendo sido estimado
cerca de 8 milhdes de pessoas infectadas com Trypanosoma cruzi, o agente etioldgico da DC
(ECHAVARRIA et al., 2021). No Brasil, no periodo de 2000 a 2019, a DC foi foi responséavel
por 122.291 dbitos, sendo 94.788 como causa basica e os outros 27.503, causa associada. A
regido Nordeste, nesse mesmo periodo, reportou 24.191 mortes relacionadas a DC
(MARTINS-MELO; CASTRO; WERNECK, 2021). No caso da HAT, causada por T. brucei
gambiense ou T. brucei rhodesiense, esta é endémica apenas no continente Africano, onde
atinge principalmente a populacdo da Africa Ocidental/Central (95% dos casos) e da Africa
Oriental (5% dos casos) (ORTIZ et al., 2020).

Apesar de mais de cem anos da descoberta dessas doencas, as terapias farmacoldgicas
disponiveis ainda sdo limitadas, com problemas de eficécia, toxicidade e/ou resisténcia
(MANSOLDO et al., 2020). O tratamento clinico da DC consiste em apenas dois farmacos,
benznidazol e nifurtimox, que apresentam eficacia comprovada somente quando administrados
na fase aguda da doenca (KRATZ, 2019). Por outro lado, o tratamento da HAT compreende
cinco medicamentos, sendo pentamidina e suramina utilizados no primeiro estagio da doenca,
enquanto o melarsoprol e uma combinacéo de nifurtimox-eflornitina, empregados no estagio
cronico da doenca. Tais medicamentos demonstram significantes efeitos colaterais severos em
pacientes (VARIKUTI et al., 2018).

A cruzaina (CRZ) do T. cruzi e uma enzima tipo catepsina L (TbrCATL) do T. brucei
sdo consideradas as principais cisteino proteases desses protozoarios e representam alvos
terapéuticos para a DC e HAT, pois sdo responsaveis por diversos processos bioldgicos
importantes para a sobrevivéncia desses parasitas. Ademais, essas cisteino proteases
compartilham um alto grau de homologia, o que possibilita o planejamento de um farmaco util
contra ambos os protozoarios (SILVA et al., 2021a; ROCHA et al., 2018).
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Nesse contexto, o potencial de diferentes classes de compostos contra essas
tripanossomiases tem sido continuamente investigado (NUNES; SILVA-JUNIOR, 2022). As
cumarinas séo tidas como scaffolds promissores, no campo da Quimica Medicinal, em virtude
da sua alta versatilidade quimica, que resulta em uma vasta gama de propriedades bioldgicas
observadas, incluindo o seu potencial como agentes antiprotozoarios contra DTNs
(GONCALVES et al., 2020, 2021; SIERRA et al., 2021). Em particular, diversos estudos tém
relatado o desenvolvimento de andlogos cumarinicos como agentes tripanocidas ativos contra
diferentes formas evolutivas do T. cruzi e T. brucei (BELLUTI et al., 2014; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2019; SILVA et al., 2021b).

Dessa forma, tendo em vista a elevada incidéncia na América do Sul e Central e na
Africa dessas doengas e a ineficiente farmacoterapia atual, torna-se necessario desenvolver
novos farmacos mais eficientes para o tratamento dessas tripanossomiases. Logo, este trabalho
abordou as cisteino proteases como alvos importantes para o tratamento da DC e HAT, com o
intuito de desenvolver potenciais inibidores. Para tanto, derivados de cumarina foram
planejados racionalmente mediante a aplicacdo de técnicas computacionais envolvendo
docking molecular. Assim, espera-se desenvolver cumarinas potencialmente ativas contra T.

cruzi e T. brucei, mediante inibi¢do enzimatica dos alvos CRZ e TbrCATL.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Tripanossomiases: Doencga de Chagas e Doenca do Sono

A ordem Kinetoplastidae compreende protozoarios flagelados responsaveis por causar
graves doencas humanas, que sdo transmitidas por vetores a mamiferos, bem como impactos
econdmicos. Nesta ordem, encontra-se a familia Trypanosomatidae, a qual inclui os géneros
Leishmania e Trypanosoma. Em particular, no género Trypanosoma, existem dois parasitas
principais: o Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas (DC, também
conhecida como tripanossomiase americana) e o T. brucei, que causa a tripanossomiase
humana africana (ou doenca do sono). Adicionalmente, essas doencas sdo consideradas
Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
afetando milhares de pessoas, principalmente em paises em desenvolvimento. Os
medicamentos administrados para ambas as doencas apresentam eficécia limitada, logo torna-
se uma tarefa essencial investir em estratégias que fomentem a descoberta de farmacos contra
tais protozoarios (FERSING et al., 2019; FILARDY et al., 2018; FRANCO; SCARONE;
COMINI, 2018; SCARIM et al., 2019).

2.2 Doencas de Chagas: Caracteristicas do Parasita, Vetor e Mecanismos de

Transmissao

A transmissdo do T. cruzi ocorre principalmente através do contato com as fezes/urina
de insetos triatomineos infectados, durante o repasto sanguineo (OMS, 2022a). Dentre 0s
triatomineos, pertencentes a subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), que possuem
importancia epidemiologica, destaca-se o Triatoma infestans na Argentina, Bolivia, Brasil,
Chile, Peru, Paraguai e Uruguai; Triatoma dimidiata e Rhodnius prolixus na América Central
e Norte da América do Sul (Figura 1). No Brasil, além de Triatoma infestans, Panstrongylus
megistus e Triatoma brasiliensis apresentam também alta relevancia vetorial (LOPEZ-VELEZ;
NORMAN; BERN, 2020).
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Figura 1 - Mapa de distribuicao das espécies de triatomineos nas regides endémicas da

América Latina.
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Fonte: SANTOS-JUNIOR, 2022.

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 2) envolve diferentes estagios de desenvolvimento
em insetos vetores e hospedeiros mamiferos (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Na
corrente sanguinea dos hospedeiros mamiferos sdo encontradas as formas tripomastigotas,
enquanto as amastigotas intracelulares estdo presentes no citosol de células infectadas (Figura
3). Em paralelo, os estagios presentes no inseto vetor incluem epimastigotas (forma encontrada
no intestino médio) e tripomastigotas metaciclicas (forma encontrada no intestino posterior).
Os estagios replicativos do parasito correspondem as epimastigotas e amastigotas, enquanto
que suas formas infectantes equivalem as tripomastigotas metaciclicas e as tripomastigotas da
corrente sanguinea (ALCOLEA; PEREZ-SILANES, 2020; PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018).

18



Figura 2 - Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi
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Fonte: Adaptado de CDC, 2019

Figura 3 - Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi no hospedeiro

4

Fonte: Adaptada de CDC, 2021. Em A, tripomastigotas de T. cruzi em esfregaco de sangue corado com Giemsa.

Em B, amastigotas de T. cruzi em tecido cardiaco.

Além da transmissdo vetorial, existem outras diferentes formas do T. cruzi ser
transmitido, tais como consumo de alimentos contaminados, transfusdo de sangue
contaminado, transplantes com 6rgaos infectados, transmissdao de uma méae infectada para o
feto ao decorrer da gravidez ou parto e acidentes de laboratorio (GUHL; RAMIREZ, 2021).
No Brasil, no ano de 2020, a forma de transmissdao mais frequente registrada foi a oral
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL; SAUDE, 2021).
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2.3 Manifestacdes Clinicas

As manifestacdes clinicas da DC estdo relacionadas as suas duas fases, aguda e crénica.
A fase aguda, com uma duracdo de aproximadamente dois meses apds a infeccdo, €
caracterizada por apresentar uma elevada carga parasitaria, mais especificamente
tripomastigotas encontradas no sangue circulante, que podem ser detectadas
microscopicamente. Neste estagio inicial, a infeccdo geralmente é assintomaética; porém,
guando sintomatica, sintomas de febre, miocardite, diarreia, dor abdominal, erupcao cutanea,
apatia, além de um nddulo cutaneo (chagoma) ou edema palpebral indolor-sinal de Romafa
(Figura 4) podem ser observados (BERN, 2015; CRISTOVAO-SILVA et al., 2021;
GUARNER, 2019).

Apds a fase aguda, os pacientes podem progredir para uma fase crénica sintomatica,
depois de 10 a 30 anos. Contudo, a maior parte das pessoas infectadas permanece
assintomatica, sendo essa forma chamada de “indeterminada cronica”, na qual os pacientes
apresentam soropositividade para T. cruzi. Com relagcdo aos pacientes que desenvolvem a
forma cronica sintomatica, a maioria tera complicac6es cardiacas, como insuficiéncia cardiaca,
morte sUbita, alteracdes no ritmo cardiaco e cardiomegalia (Figura 4). Além disso, outros
sintomas relacionados a problemas gastrointestinais podem estar presentes, tais como
megacolon ou megaesdfago (BERN, 2015; CRISTOVAO-SILVA et al, 2021;
ECHAVARRIA et al., 2021; GUARNER, 2019; MARTINEZ et al., 2019).

Figura 4 - Manifestagdes clinicas da doenga de Chagas de acordo com cada fase.

Fase aguda Fase cronica
Sinal de Romana Cardiomegalia

Fonte: Adaptada de CDC, 2022 e SANTOS; MENEZES FALCAO, 2020.
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2.4 Tratamento da Doenca de Chagas

No intuito de descobrir agentes terapéuticos para o tratamento da DC, desde a sua
descoberta em 1909, diferentes compostos foram testados, tais como cloreto de mercdrio,
tartarato emético, arsénico e fucsina. Atualmente, as terapias farmacologicas disponiveis para
a DC estdo limitadas a dois medicamentos, benznidazol - Bzn (Lampit®, Bayer) e nifurtimox -
Nfx (Rochagan®, Roche), que foram introduzidos ha mais de 50 anos (RIBEIRO et al., 2020;
SILVA et al., 2019).

Esses medicamentos séo utilizados desde a década de 1970, sendo Nfx administrado na
dose de 8-10 mg kg em 3 doses durante 1-4 meses; enquanto Bzn , duas doses de 5-10
mg kg ! durante 1-2 meses. No entanto, tais farmacos apresentam eficacia apenas nas fases
aguda ou precoce da doenca, a qual se caracteriza como de dificil diagnostico em razdo de
geralmente ser assintomatica. Ademais, essas drogas sdo conhecidas por causar diversos efeitos
adversos, dificultando a adeséo do paciente a terapia. Dentre esses efeitos, pode-se destacar dor
abdominal, vémitos, anorexia, dermatite e polineuropatias periféricas (BERENSTEIN et al.,
2021; GARCIA-HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021).

Vale ressaltar também que, além dos diversos efeitos deletérios, existe o fator
relacionado a resisténcia de diferentes cepas do parasita a esses farmacos (GARCIA-
HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021). Na maior parte dos paises latino-americanos,
incluindo o Brasil, 0 Bzn é tido como 0 medicamento de primeira linha para o tratamento da
DC. Tal fato se da em razdo do Nfx apresentar uma maior toxicidade e efeitos adversos do que
0 Bzn (PEREZ-MOLINA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2020). Ainda, além das limitaces
supracitadas, esses farmacos sdo contraindicados em determinadas ocasifes, tais como em
casos de insuficiéncia renal e gravidez (KRATZ, 2019).

Os mecanismos de acdo do Bzn e Nfx ndo séo totalmente esclarecidos; contudo, estudos
apontam que esses compostos nitro-heterociclicos (Figura 5) sdo pré-farmacos que necessitam
da ativagéo de nitroredutases para desempenharem a sua atividade citotoxica. Com relacdo ao
mecanismo de ativagdo do Nfx (1), este envolve a formacdo de um grupo nitroso e
hidroxilamina (2) e, posteriormente, ocorre uma fragmentagdo que resulta na geracdo de uma
nitrila insaturada de cadeia aberta (3) (Figura 5). Tal grupo pode interagir com diversos
componentes celulares e ser toxico para o parasita (BOIANI et al., 2010; FRANCO;
SCARONE; COMINI, 2018).
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No caso do Bzn (4), a sua ativacao envolve a formacdo de uma hidroxilamina e hidroxila
em que, a partir de um rearranjo, forma-se o intermediario diidroxidiidro (5). Ap6s uma série
de transformacdes ndo enzimaéticas, ocorre a liberacdo do dialdeido glioxal (6), um metabdlito
altamente reativo, e a formacg&o da guanidinoacetamida (7) (Figura 5). Os metabdlitos reativos
gerados sdo toxicos, acarretando em uma rapida agéo tripanocida frente as formas evolutivas
do parasita (FRANCO; SCARONE; COMINI, 2018; KRATZ et al., 2018).

Figura 5 - Proposta de mecanismo de acdo para Nfx (1) e Bzn (4).
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Fonte: SANTOS-JUNIOR, 2022.

2.5 Doenca do Sono: Ciclo Bioldgico e Aspectos Relacionados a Transmissao do

Trypanosoma brucei

A forma de transmissdo da HAT se d&, principalmente, pela picada da mosca tsé-tsé
infectada (Figura 6). As moscas tsé-tsé, pertencentes ao género Glossina, representam 0s
vetores do T. brucei. Dentre as espécies que esse género compreende, G. morsitans, G. fuscipes
e G. palpalis representam os vetores mais relevantes da HAT (KRISHNA; KLEINE; STICH,
2020; MATETOVICI; VOOGHT; ABBEELE, 2019).

Figura 6 - Vetor responsavel pela transmissdo do Trypanosoma brucei (mosca tsé-tsé,
Glossina spp.).

Fonte: SILVA-JUNIOR et al., 2019.

O ciclo de vida do T. brucei (Figura 7) inicia-se quando a mosca tsé-tsé injeta as formas

tripomastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro. Assim, dentro do hospedeiro, estas se
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transformam em tripomastigotas da corrente sanguinea (Figura 8), que se multiplicam e séo
transportadas para diferentes locais do corpo, de forma a estabelecer a infeccdo. Vale ressaltar
que, diferentemente do T. cruzi, o ciclo de vida do T. brucei ocorre exclusivamente por estagios
extracelulares. A mosca tsé-tse é infectada ao se alimentar do sangue do hospedeiro infectado.
Dessa forma, no intestino medio da mosca, os parasitas se transformam em tripomastigotas
prociclicas, dando continuidade ao ciclo biolégico (CDC, 2020a; MCDONALD; STONE,
2017).

Figura 7 - Ciclo bioldgico do Trypanosoma brucei.
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Fonte: Adaptado de CDC, 2020.

Figura 8 - Forma evolutiva do Trypanosoma brucei no hospedeiro.

~

Fonte: KENNEDY, 2013. Tripomastigotas de T. brucei em esfregaco de sangue de paciente com tripanossomiase
africana.
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Outras formas de transmissdo da doenca do sono, além da supracitada, incluem a picada
de insetos hematdfagos em um hospedeiro infectado (transmissdo mecénica); infecgdo de mae
para filho durante a gestacéo (transmissao vertical); acidentes com agulhas contaminadas; e a
transmissao por fluidos sexuais (OMS, 2022b; PONTE-SUCRE, 2016).

2.6 Manifestacdes Clinicas

A doenca do sono compreende dois estagios: hemolinfatico (estagio I) e o neuroldgico
ou meningoencefalico (estagio Il). No estagio | pode ser observado, inicialmente, um cancro
(Figura 9) que ocorre comumente em pacientes infectados com T. b. rhodesiense. Os
tripanossomas sdo encontrados na corrente sanguinea e sistemas linfaticos, sendo possivel
observar, durante essa fase, tripomastigotas em esfregaco de sangue. Os principais sinais e
sintomas observados no primeiro estagio sdo cefaleia, febre, dores articulares, linfadenopatia
(Figura 9), fadiga e anemia (BAKER; WELBURN, 2018; CORREIA; BARBOZA,
ESPINDOLA, 2021; MALVY; CHAPPUIS, 2011; MASOCHA; KRISTENSSON, 2019;
TESORIERO; DEL GALLO; BENTIVOGLIO, 2019).

Figura 9 - Manifestacdes clinicas relacionadas ao estagio | da doenca do sono.

Fase 1-Doenca do sono

Linfadenopatia

Fonte: Adaptada de KRISHNA,; KLEINE; STICH, 2020.

No segundo estagio, os parasitas atravessas a barreira hematoencefalica, de modo a
infectar o sistema nervoso central. Assim, durante esse estagio, 0 paciente apresenta uma
reversdo do ciclo sono-vigilia, o que estabelece o nome “doenga do sono”, tremores, confusao,
disturbios sensoriais e falta de coordenacéo, por exemplo. A doenca é considerada fatal se ndo
houver tratamento (BAKER; WELBURN, 2018; CORREIA; BARBOZA; ESPINDOLA,
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2021; MALVY; CHAPPUIS, 2011; MASOCHA; KRISTENSSON, 2019; TESORIERO; DEL
GALLO; BENTIVOGLIO, 2019).

2.7 Tratamento da Doenga do Sono

A farmacoterapia para HAT consiste em seis medicamentos, sendo pentamidina,
eflornitina, melarsoprol, suramina, uma combinagdo nifurtimox-eflornitina e fexinidazol
(Figura 10). Os medicamentos utilizados no tratamento da HAT dependem da subespécie e
estagio da doenca. No segundo estagio, os medicamentos devem ter a capacidade de atravessar
a barreira hematoencefalica para atingir o parasita. Ainda, os medicamentos utilizados no
estagio avangado tendem a ter um maior grau de toxicidade do que os de primeiro estagio
(BUSCHER et al., 2017; KENNEDY; RODGERS, 2019).

A pentamidina, usada pela primeira vez em 1940, corresponde ao medicamento de
primeira linha utilizado para tratar a doenca por T. b. gambiense em estagio inicial, sendo
geralmente administrado por via intravenosa. Esse medicamento normalmente é bem tolerado
pelos pacientes, tendo uma taxa de eficacia entre 95-98%. Eventos adversos relacionados a
pentamidina incluem hiperglicemia ou hipoglicemia, problemas gastrointestinais e hipotensao.
Outro medicamento também usado na primeira fase da doenca, porém empregado frente a
forma rhodesiense, é a suramina intravenosa, descoberta em 1920. As potenciais reacfes
adversas sdo, por exemplo, nefrotoxicidade e lesdes cutaneas; contudo, frequentemente se
caracterizam como leves e reversiveis (BOTTIEAU; CLERINX, 2019; SILVA-JUNIOR;
SCHIRMEISTER; ARAUJO-JUNIOR, 2019; KENNEDY, 2013; KENNEDY, 2019).

Para o segundo estagio, melarsoprol é o farmaco de primeira linha para T. b.
rhodesiense, enquanto uma combinacdo de nifurtimox-eflornitina é usada contra T. b.
gambiense. O melarsoprol, um derivado do arsénico, empregado pela primeira vez em 1949,
possui uma administracdo dolorosa, que se da de forma intravenosa, e é considerado como
sendo uma droga bastante toxica. Dentre os efeitos colaterais causados, destaca-se a
encefalopatia reativa, que pode levar a morte (3 a 10%). No que concerne a terapia combinada
com nifurtimox-eflornitina, esta é tida como mais eficaz e menos toxica se comparado a
monoterapia com eflornitina, tendo sido incluida na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS
em 2009 (BOTTIEAU; CLERINX, 2019; SILVA-JUNIOR; SCHIRMEISTER; ARAUJO-
JUNIOR, 2019; KENNEDY, 2013; KENNEDY, 2019).

Adicionalmente, foi aprovado recentemente, em 2018, o uso do fexinidazol, o Unico

medicamento oral disponivel para tratar ambas as fases de T. b. gambiense, que se encontra
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atualmente em ensaios clinicos para aprovacao de uso contra T. b. rhodesiense. Ademais, pode-
se destacar também um outro candidato a medicamento oral, o acoziborol, um derivado do
benzoxaborol, que estd atualmente em fase II/l11l de ensaios clinicos. Espera-se que esse
medicamento seja administrado como dose Unica, facilitando, dessa forma, o acesso a saude

para 0s pacientes que vivem em areas remotas (KUMESO et al., 2022; LINDNER et al., 2020).

Figura 10 - Medicamentos atualmente utilizados para tratar a tripanossomiase humana
africana (HAT).
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Fonte: Autora, 2023.

2.8 CRZ e ThrCATL: Alvos Moleculares no Planejamento de Farmacos Contra

Trypanosoma cruzi e Tryapanosoma brucei

As cisteino proteases tém sido amplamente utilizadas como alvos moleculares no
planejamento de estratégias terapéuticas contra doengas parasitarias associadas as DTNs. As
cisteino proteases sdo consideradas alvos atraentes em razdo de serem enzimas sem homdélogas
em humanos, mediadoras de processos metabdlicos cruciais, e por sua alta capacidade de
drogabilidade, por exemplo (MCKERROW, 2018; RAWAT et al., 2021). A CRZ do T. cruzi
e a TbrCATL do T. brucei séo cisteino proteases consideradas como alvos promissores para o
desenvolvimento de novos compostos com atividade tripanocida frente a DC e HAT, uma vez
que desempenham funcOes vitais nestes parasitos. Essas enzimas compartilham 70% de
identidade entre elas, o que possibilita o desenvolvimento de inibidores duplos, com utilidade
contra mais de uma doenca (BRAGA et al., 2017; NASCIMENTO; AQUINO; SILVA-
JUNIOR, 2021).
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Adicionalmente, a nomeacao cisteino proteases se da em decorréncia da importancia de
um grupo tiol de cisteina, que funciona como o nucleofilo chave no sitio ativo da enzima
(MCKERROW, 2018). No mecanismo catalitico dessas proteases (Figura 11), ocorre a
transferéncia de protons entre os residuos de Cys? e His™®, possibilitando, assim, a formagéo
de um par idnico reativo. Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico do residuo Cys(S") ao
carbono da carbonila a partir de uma ligacéo peptidica (ETTARI et al., 2016; VERMA; DIXIT;
PANDEY, 2016).

Figura 11 - Mecanismo catalitico de cisteino proteases.
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Fonte: Adaptado de Nascimento et al., 2020.

2.8.1 Enzima cruzaina (CRZ)

A CRZ é uma protease do tipo catepsina L pertencente a familia da papaina, considerada
a maior e principal cisteino protease do T. cruzi, sendo expressa em todos os estagios do ciclo
de vida do parasito. Na forma tripomastigota, a CRZ esta localizada na bolsa flagelar, enquanto
gue nas amastigotas intracelulares, a enzima € encontrada na superficie celular (SIQUEIRA-
NETO et al.,, 2018). Essa enzima esta envolvida no desempenho de diferentes fungdes
estritamente relacionadas a sobrevivéncia e propagacdo desse protozoario, como evasdo da
resposta imune e invasdo de células hospedeiras, metaciclogénese, bem como é um dos
principais antigenos do T. cruzi (CAZZULO; STOKA; TURK, 2001; DOYLE et al., 2011;
SAJID et al., 2011).

A CRZ corresponde a um alvo validado para a descoberta de compostos com potencial
aplicacdo no tratamento da DC. Tal protease apresenta dois dominios, um composto

principalmente por a-hélices e o outro por folhas-p antiparalelas. Na interface entre os dois
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dominios, encontra-se o sitio ativo, com uma triade catalitica formada pelos residuos Cys?®,
His®™® e Asn!™®, além de quatro subsitios importantes para a ligacdo do ligante (S1, S1°, S2 ¢
S3) (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2017). Esses diferentes subsitios possuem as seguintes
especificidades: S3 comporta melhor grupos aromaticos volumosos e residuos carregados
positivamente; S2 pode se ligar a compostos com anéis aromaticos, hidrofébicos e também
basicos; S1 abrange idealmente residuos carregados positivamente e pequenos grupos
aromaticos; e S1' demonstra alta especificidade para residuos aromaticos, o que é conferrido
a0 residuo Trp'’® (SILVA-JUNIOR et al., 2018; FABIAN et al., 2019a; SANTOS;
FERREIRA, 2022a).

2.8.2 Enzima tipo catepsina L do Trypansoma brucei (TbrCATL)

A TbrCATL (anteriormente chamada de rodesaina) (STEVERDING; CAFFREY,
2021) representa a maior cisteino protease do T. brucei e pertence a subfamilia semelhante a
papaina, familia C1 do cla CA (ETTARI et al., 2013). A TbrCATL ¢ essencial para a
sobrevivéncia do parasito e progressdo da doenca, estando associada a capacidade do
protozoario em atravessar a barreira hematoencefalica e na homeostase do ferro do parasita.
Ainda, essa enzima esta relacionada a evasao da defesa imunoldgica do hospedeiro mediante
realizacdo do turnover de glicoproteinas de superficie variantes e pela degradacdo das
imunoglobulinas do hospedeiro. Vale destacar também que a TbrCATL esta associada ao
processo de transporte intracelular de proteinas entre o inseto e as células do hospedeiro, bem
como a degradacdo de proteinas do parasita (DI CHIO et al., 2022; NIKOLSKAIA, 2006;
STEVERDING et al., 2012).

A TbrCATL é constituida por uma Unica cadeia polipeptidica de 215 aminoacidos,
sendo dividida em dominios, esquerdo (L) e direito (D). De modo similar a CRZ, a TorCATL
apresenta quatro subsitios principais para ligantes (S1', S1, S2 e S3) e uma triade catalitica
formada pelos residuos Cys?®, His'®? e Asn'®? (ETTARI et al., 2013).

2.9 Cumarinas

As cumarinas, pertencentes a familia de benzopirona, séo estruturalmente constituidas
por um anel benzeno fundido ao anel a-pirona. Este sistema conjugado apresenta propriedades
ricas em elétrons e de transporte de carga, 0 que desempenha um importante papel na interacéo
deste com moléculas e ions (MATOS et al., 2015). A cumarina 1 (2H-1-benzopiran-2-ona) foi
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encontrada inicialmente na fava tonka (Dipteryx odorata Aubl Willd; familia Fabaceae) e
isolada pela primeira vez em 1820 (STEFANACHI et al., 2018).

Figura 12 — Estrutura quimica do composto 2H-1-benzopiran-2-ona.

Fonte: Autora, 2023.

Essas substancias apresentam uma ampla distribuicdo na natureza, tendo sido
identificado mais de 1.300 cumarinas como metabolitos secundarios presentes em plantas,
fungos e bactérias. Estima-se que as cumarinas sdo encontradas em mais de 150 espécies de
plantas, distribuidas em aproximadamente 30 familias, incluindo Umbelliferae, Rutaceae,
Clusiaceae, Guttiferae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Nyctaginaceae e Apiaceae (SHARIFI-RAD
etal., 2021; VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013).

Com base em sua estrutura, as cumarinas podem ser categorizadas em quatro tipos:
cumarinas simples, furanocumarinas, piranocumarinas e cumarinas pirona-substituidas (Figura
13). As cumarinas simples, como a 7-hidroxicumarina (umbeliferona), abrangem derivados
hidroxilados, alcoxilados e alquilados, contendo substituicbes apenas no anel benzeno da
cumarina. As furanocumarinas apresentam o anel furano ligado ao anel benzeno, por exemplo,
0 psoraleno. As piranocumarinas, como a Xantiletina, consistem em um anel pirano de 6
membros fundido com o anel benzeno. Destaca-se ainda que tanto as furanocumarinas quanto
as piranocumarinas podem ser do tipo linear ou angular. Por fim, as cumarinas pirona-
substituidas possuem substituicGes no anel pirona, como o dicumarol (KUPELI AKKOL et al.,
2020; PENTA, 2016; WU et al., 2020).
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Figura 13 - Diversidade estrutural de cumarinas.
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Fonte: Autora, 2023.

2.9.1 Métodos de sintese de derivados cumarinicos

Em razdo de suas varias atividades farmacoldgicas e versatilidade estrutural, a sintese
de cumarinas representa um campo ativamente estudado. Dentre os diferentes métodos de
sintese desenvolvidos para a obtencdo desses compostos, pode-se mencionar as reacfes de
Pechmann, Perkin e Knoevenagel (BORGES et al., 2005; BOUHAOUI et al., 2021,
FRANCISCO et al., 2020). Na reacdo de Perkin, a cumarina é formada mediante a condesacao
alddlica, na qual utiliza-se o salicilaldeido com anidridos acidos, na presenca de um sal alcalino
do &cido (Esquema 1) (BORGES et al., 2005). Por outro lado, a condensa¢do de Pechmann
possibilita a obtencdo de cumarinas mediante a reacdo de fenois com B-ceto ésteres, mediante
0 uso de catalisadores acidos, como o cloreto de aluminio (Esquema 2) (JUMAL; NORHANIS
SAKINAH, 2021).

Esquema 1 - Reacéo de Perkin para a sintese de cumarinas.
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Esquema 2 - Reacdo de Pechmann para a sintese de cumarinas.
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Contudo, devido a simplicidade de reacdo e bom rendimento dos produtos, as reagdes
de Pechmann e Knoevenagel sdo mais vantajosas para a sintese de cumarinas. De modo
especifico, a condensacdo de Knoevenagel ¢ amplamente utilizada na quimica organica
sintética e quimica medicinal, possibilitando a sintese de varios esqueletos de cumarinas.
Ademais, esforcos tém sido direcionados para o desenvolvimento de novas abordagens
sintéticas, envolvendo a condensacdo de Knoevenagel, que sejam ecologicamente corretas,
eficientes e de baixo custo (VEKARIYA; PATEL, 2014).

A condensacdo de Knoevenagel para a sintese de cumarinas pode ocorrer por meio da
reacdo envolvendo salicilaldeidos e malonato de dietila ou acetoacetato de etila, 0os quais
apresentam um grupo metileno ativo na presenca de meio basico. Neste caso, o nucleo
cumarinico sera construido via uma ciclizagdo intramolecular. Além disso, um outro método,
via condensacdo de Knoevenagel, consiste na obtencdo de cumarinas-3-acido carboxilicos a
partir do uso do acido de Meldrum, um derivado ciclico do acido maldnico, e salicilaldeidos
(Esquema 3) (LONCARIC et al., 2020; SALEM et al., 2018).

Esquema 3 - Sintese de diferentes cumarinas via reacdo de Knoevenagel.
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Fonte: Autora, 2023.

2.9.2 Cumarinas promissoras frente ao Trypanosoma cruzi € Trypanosoma brucei

Cumarinas naturais e sintéticas tém sido reportadas na literatura como compostos
promissores para o planejamento e obtencdo de agentes com atividade tripanocida (ROSA,;
SCHENKEL; BERNARDES, 2020; GONCALVES et al., 2021).

Nesse contexto, em um estudo publicado por Brak et al. (2008), foram reportadas 1,2,3-
triazbis-1,4-dissubstituidos contendo o fluor6foro acido 7-amino-4-metilacético (AMCA), com
0 intuito de rastrear substratos contra a CRZ do T. cruzi. Dentre esses, os substratos contendo

0 anel de quinolina (1) e benzotiazol (2) mostraram melhor eficiéncia de clivagem frente ao
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alvo. Contudo, os autores ndo realizaram estudos de docking molecular para elucidar os
mecanismos de acdo de tais compostos.

Brancaglion et al. (2018) identificaram um derivado cumarinico (3) de baixa
citotoxicidade contra células de mamiferos (H9C2), tendo atividade contra epimastigotas e
amastigotas de T. cruzi. Em adicdo, a cumarina 3 reduziu a parasitemia em 100% nos
camundongos infectados com formas tripomastigotas, quando administrada por via oral.
Continuando os estudos envolvendo T. cruzi, Silva et al. (2021b) identificaram duas cumarinas
(4 e 5) provenientes de Calophyllum brasiliense Cambess. (Clusiaceae), que foram ativas
contra as formas amastigotas de T. cruzi. Também, em um estudo envolvendo agentes contra
T. brucei, Belluti et al. (2014) verificaram um composto cumarinico (6) que apresentou
consideravel atividade frente as formas tripomastigotas de T. brucei rhodesiense, bem como,
baixa toxicidade frente a células L6 de mamiferos. Contudo, os compostos sintetizados foram
avaliados apenas como inibidores da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e da tripanotiona
redutase. Seguindo este contexto, 0 mesmo grupo reportou uma série de analogos de hibridos
de cumarina-quinona, em que os derivados foram analisados quanto suas atividades diante das
formas tripomastigotas de T. brucei. Dentre estes, 0s compostos 7 e 8 foram considerados 0s
mais ativos, exibindo um valor de inibicdo de 29 e 38%, respectivamente (ULIASSI et al.,
2017).

Figura 14 - Compostos cumarinicos com atividade tripanocida.
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2.10 Planejamento de compostos por meio de docking molecular

O docking molecular corresponde a uma técnica computacional comumente utilizada
para o planejamento racional de moléculas, de modo a desempenhar um importante papel no
processo de descoberta de medicamentos. Este € um método in silico que fornece uma funcao
de pontuacdo (FitScore) baseada na afinidade de ligacdo do ligante no sitio de ligacdo de uma
proteina alvo (WU et al., 2023).

No processo de docking molecular, sdo combinadas e otimizadas diferentes variaveis:
hidrofobicas, estéricas e eletrostaticas, gerando, assim, diversas conformacdes e possiveis
orientacOes entre o ligante e a proteina (ADELUSI et al., 2022). Assim, a qualidade da pose de
ligacdo gerada é avaliada utilizando a funcdo de pontuagdo, o que possibilita identificar o
complexo ligante-proteina mais adequado. Na descoberta de medicamentos, o docking
molecular apresenta varias aplicacdes na otimizacao de leads e estudos de estrutura-atividade,
por exemplo (STANZIONE; GIANGRECO; COLE, 2021).

Contudo, vale destacar que o docking molecular apresenta algumas limitagdes, como:
valores de FitScore aproximados, podendo ocasionar resultados que ndo estabelecem
correlacdo com afinidades de ligacdo experimentais; restricgdo da amostragem das
conformac@es de ligante e receptor na predicdo de pose; além de ser um método estatico,
incapaz de responder as perturbacGes do meio biolégico (VIDAL-LIMON; AGUILAR-
TOALA; LICEAGA, 2022).

Por fim, o docking molecular, tem sido aplicado no desenvolvimento de novos
compostos ativos contra o T. cruzi e T. brucei, frente a cruzaina e TorCATL, demonstrando ser
uma abordagem promissora (SILVA et al., 2021a; SILVA et al., 2021b).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Sintetizar e avaliar a atividade de derivados de cumarinas frente ao Trypanosoma cruzi

e Trypanosoma brucei, mediante a inibicao das cisteino proteases destes.

3.2 Objetivos Especificos

de docking molecular.

> Sintetizar os candidatos mais promissores selecionados por ferramentas in silico;

» Determinar a citotoxicidade dos compostos sintetizados em células C2C12 por ensaios de
Resazuring;

> Determinar a atividade inibitoria dos novos compostos em ensaios envolvendo a CRZ e
TbrCATL em ensaios enzimaticos de fluorescéncia;

» Determinar a atividade tripanocida dos novos compostos frente as tripomastigotas do T.
brucei e amastigotas intracelulares do T. cruzi em ensaios com células C2C12 infectadas;

> Discutir a relacdo estrutura-atividade (REA) para as moléculas ativas;

> Realizar estudos in silico para fornecer maiores percepgdes sobre 0os modos de interagédo

entre as moléculas ativas e seus alvos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cromatografias

As reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD), que foi
realizada em folhas de aluminio pré-revestidas com silica gel 60 (F?>*, Merck®) na espessura
de 0,25 mm. Para a visualizacao e interpretacdo das placas de CCD, utilizou-se a luz emissora
de radiacéo ultravioleta (UV), no comprimento de onda (1) de 254 nm. Para cromatografia em
coluna, a silica gel Merck 60G 0,063-200 mm (70-230 mesh ASTM) foi usado, bem como o

sistema eluente pré-determinado.

4.2 Analise do grau de pureza relativo

A analise do grau de pureza dos compostos finais foi realizada mediante a cromatografia
liquida de alta eficiéncia — CLAE (do inglés: High-Performance Liquid Chromatography —
HPLC), empregando-se cromatdgrafo liqguido HEWLETT PACKARD® 1100 series, além de
uma coluna C18 com dimensdes de 75 mm x 2,0 mm, da marca AGILENT® InfinityLab
Poroshell 120 SB. O metanol > 99% (grau HPLC) foi utilizado como fase moével do sistema
durante a execucdo dos experimentos. Ainda, os seguintes parametros de analise foram
delimitados: concentracdo da amostra igual a Img/mL; fluxo de corrida foi de 5 pL/min; tempo
de corrida de 10 minutos; e volume de injecdo de 5 pL. Por ltimo, os tempos de retencdo (Rt)
e a absorbancia foram registrados em minutos (min) e em miliunidades de absorbancia (mAU),
respectivamente ( BRITO et al., 2017).

4.3 Pontos de fusdo (PF)

Os pontos de fusdo foram determinados pelo aparelno MSTecnopon®, modelo PFII
Digital, mediante tubos capilares de vidro, contendo, particularmente, cada uma das amostras
sOlidas. A temperatura de partida admitida foi de 30 °C e, entdo, 0 aumento desta foi monitorado
até a fusdo completa da substancia analisada, sendo considerado um intervalo de fusdo de até
3°C de diferenca.
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4.4 Caracaterizacao estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio

(*H) e carbono treze (*3C)

Os espectros de RMN H e 33C foram determinados em Acetona-ds, MeOD, CDCls ou
DMSO-ds usando o espectrometro Bruker Advanced® DPX em 600 MHz. Os deslocamentos
quimicos (&) foram computados em partes por milhdo (ppm), enquanto os valores da constante
de acoplamento (J) foram dados em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram
determinadas como s (simpleto), br s (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t
(tripleto), g (quarteto), e m (multipleto). Finalmente, todos os espectros de RMN foram tratados
e analisados usando o software, como licenca académica, Bruker TopSpin®, verséao 4.0.8, 2019

(https://www.bruker.com/de/products-and-solutions/mr/nmr-software/topspin.html).

4.5 Estudos de docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizadas em um notebook Acer®, modelo
Aspire 3, com processador Intel® Core i3, 8 GB de RAM e sistema operacional Windows® 10.
As moléculas foram desenhadas, convertidos em estruturas tridimensionais e minimizadas
energeticamente por meio do método semi-empirico Parameterized Model 3 (PM3), usando
ArgusLab® v. 4.0.1 (Richland, EUA) (http://www.arguslab. com). As estruturas 3D das
proteases CRZ (PDB: 1AIM) e TbrCATL (PDB: 6EXQ) foram obtidas no site Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB, San Diego, EUA),
website (https://www.rcsb.org). O pré-tratamento dessas macromoléculas e as simulagdes de
docking molecular foram realizadas usando o software GOLD® v. 5.8.1 (Cambridge, Reino

Unido) (https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/).

Posteriormente, todos os ligantes cocristalizados foram removidos, incluindo moléculas de
agua e ions. Além disso, Chemical Piecewise Linear Potential (CHEMPLP) foi usada como
uma funcdo de pontuacdo para este protocolo. A analise do sitio de ligacdo e das ligacGes
quimicas formadas entre proteinas e ligantes foi realizada usando o software Discovery Studio®
e PyMol®, v. 0.99 (https://pymol.org/2/). Por fim, esses procedimentos realizados neste estudo
estdo de acordo com trabalhos recentemente publicados por nossa equipe de pesquisa
envolvendo abordagens in silico ( SILVA-JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2021).
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4.6 Ensaios Enzimaticos Sobre a Cruzaina (CRZ) e Catepsina Tipo L (TbrCATL)

A CRZ recombinante foi expressa e purificada conforme descrito anteriormente por
Silva et al., 2019, enquanto a ThrCATL recombinante foi expressa e purificada segundo
métodos descritos por Caffrey et al., 2001. A atividade proteolitica foi medida monitorando-se
a clivagem do substrato fluorescente Z-Phe-Arg-aminometilcumarina (Z-FRAMC), em um
fluorimetro Synergy HTX (Biotek®). Todos os ensaios foram realizados em placas pretas de
96 pogos, com volume final de 200 pL por poco, usando solugdo tampéo de acetato de sddio
0,1 M pH 5,5 na presenca de ditiotreitol 1 mM, Triton X-100 0,01%, enzima 0,5 nM, e 2,5 uM
do substrato. A triagem inicial foi realizada sem pré-incubacao e apds 10 minutos de pré-
incubagdo com os compostos, usando 100 uM de cada composto, exceto para FN10 e FN29,
que foram testados na concentragdo de 50 uM, devido a sua solubilidade limitada. Para cada
ensaio, foram realizados dois experimentos independentes, cada um em ftriplicata. As
atividades enzimaticas foram calculadas com base na comparacdo com um controle de DMSO,
a partir das taxas iniciais de reagdo. Trans-Epoxissuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)butano
(E64) foi usado como controle positivo na concentragdo de 1 uM no ensaio. Os compostos que
inibiram mais de 70% da atividade enzimatica tiveram sua concentracao inibitdria para 50%
(ICs0) determinada, em dois experimentos independentes, cada um envolvendo sete
concentracdes de compostos em triplicatas. Os valores de 1Cso foram determinados por analise
de regressao nao linear do grafico de velocidade versus concentracdo do inibidor, usando
GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism, versao 6.00, La Jolla, Califérnia, EUA). Todos 0s ensaios
de inibicdo enzimatica foram realizados na Universidade da California, Escola Skaggs de

Farmacia, sob supervisdo dos Professores James H. McKerrow e Jair Lage de Siqueira-Neto.

4.7 Avaliacéo da Atividade Contra Amastigotas de Trypanosoma cruzi

Para examinar a atividade antiparasitaria desses compostos a base de cumarina contra
parasitas T. cruzi, os compostos foram colocados em placas de 384 pocos usando ATS Acoustic
Liquid Dispenser (EDC Biosystems). As células de cardiomioblastos murinos C2C12
(ATCCCRL-1772) foram cultivadas a 700 células/poco e as tripomastigotas da cultura de
tecidos de T. cruzi foram adicionados a 7.000 parasitas/poco (razdo de 10 parasitas/célula).
Tanto as células quanto os parasitas foram semeados em meio DMEM High-Glucose (Gibco),
contendo 5% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco).
Células e parasitas foram incubados na presenca dos compostos por 48 horas a 37 °C com 5%
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de COz. As placas foram entéo fixadas com solugdo de formaldeido a 4% por pelo menos 1
hora, lavadas com 1X PBS e coradas com 5 pg mL™* DAPI. As placas foram medidas usando
um microscopio ImageXpress (Molecular Devices) e analisadas pelo software MetaXpress
(Molecular Devices) usando um modulo personalizado otimizado para este ensaio. Para obter
curvas de dose-resposta, 0s compostos foram testados em uma diluicdo em série de 10 pontos
2 vezes comecando em 20 uM em triplicado. Os resultados foram analisados usando GraphPad
Prism Software, versdo 6.05 (GraphPad Software, San Diego, CA) (SILVA-JUNIOR et al.,
2016). Todos os enaios em amastigotas de T. cruzi foram realizados na Universidade da
Califérnia, Escola Skaggs de Farmaécia, sob supervisdo dos Professores Jair Lage de Siqueira-

Neto e Miriam Aparecida Giardini.

4.8 Avaliacéo in vitro da Atividade Contra Trypanosoma brucei

O ensaio baseia-se na determinacdo indireta da viabilidade da populacéo de parasitas
pela quantificacdo do DNA total presente no poco usando o corante fluorescente SYBR
Green I. Os compostos em estoques de 100% DMSO foram diluidos em 200 puL de meio HMI-
9 modificado em placas de 96 pocos (Greiner Bio-One 655090), proporcionando uma
concentracdo final de DMSO de 0,5%. As formas sanguineas de tripanossomas de T. b. brucei
(Lister 427) em crescimento de fase logaritmica foram entdo diluidos para 2 x 10°
tripanossomas/mL em um meio HMI-9 modificado e dispensados nas placas de 96 pocos
previamente preparadas a 100 uL/pogo. As placas foram incubadas por 72 h a 37 °C e 5% de
CO2, momento em que os tripanossomas foram lisados pela adi¢ao de 50 pL de solucéo de lise
(30 mM Tris pH 7,5, 7,5 mM EDTA, 0,012% saponina e 0,12% Triton X-100) contendo 1x
SYBR Green. As placas foram agitadas a 300 rpm por 10 min e incubadas no escuro por 1 h
em temperatura ambiente, seguida de medida no leitor de placas Envision (PerkinElmer), com
excitacdo a 485 nm/emisséo a 530 nm. A triagem foi realizada em triplicata, enquanto os dados
da curva ECso representam a média e o desvio padrdo de dois experimentos independentes,
cada um em triplicata (MONTI et al., 2018). Todos ensaios sobre formas tripomastigotas de T.
brucei foram realizados na Universidade da Califérnia, Escola Skaggs de Farmécia, sob

supervisdo do Professor Conor R. Caffrey.

38



4.9 Ensaio de Resazurina Para Determinacao da Viabilidade Celular

Um ensaio de reducgéo de resazurina foi usado para investigar os efeitos dos compostos
na viabilidade celular. Os compostos em estoques de 100% de DMSO foram diluidos em
100 pL de meio DMEM completo [DMEM suplementado com 10% (v/v) de FBS e 1% de
penicilina/estreptomicina] em placas de 96 pocos (Corning 353872), fornecendo uma
concentragio final de DMSO de 0,5%. Posteriormente, as células HEK-293 (2 x 10*
celulas/pogo) em meio DMEM completo foram dispensadas nas placas de 96 pocgos
previamente preparadas a 50 pL/pogo. As placas foram incubadas por 46h a 37 °C e 5% de
CO.. Em seguida, 20 pL de resazurina 0,5 mM foram adicionados a cada pogo apds incubagdo
por mais 2h. A fluorescéncia foi medida usando o leitor de placas Envision (PerkinElmer) em
comprimentos de onda de 531 nm (excitacdo) e 595 nm (emissao). Por Gltimo, este experimento
foi realizada em triplicata (O’BRIEN et al., 2000).

4.10 Sintese dos nucleos cumarinicos e seus analogos planejados por vFBDD.

Os nucleos cumarinicos e seus analogos planejados pela técnica computacional virtual
(vFBDD) e validados experimentalmente, foram cedidos pelo grupo de pesquisa de Sintese
Organica e Medicinal, da Universidade Federal de Alagoas, Campus Arapiraca, coordenado
pela professora Drd. Silvia Helena Cardoso, que é a coorientadora deste trabalho. Abaixo
seguem as rotas sintéticas utilizadas para a sintese desses compostos (Esquema 4), bem como
todas as estruturas quimicas das moléculas obtidas e avaliadas biologicamente (Figura 15). A

caracterizacdo estrutural de tais compostos encontra-se no estudo de NUNES et al., 2023.
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Esquema 4 - Rotas sintéticas para obtencao dos compostos planejados po vFBDD.

o
H
Ry
R = grupos eletrodoadores e OH
eletroretiradores
o o
1) EtOH, piperidina, &
2) HCl IM
R OEt ~ -
R= Me or OEt Rota 2- Condensacio aldélica
Rota 1-Substitui¢do nucleofilica acilica Reaciio de Knoevenagel

0. o] l!l\
» | O g
- . ‘1;/[”/\/‘/

& FN-10

RW-01: R,= H; R,= NHCH,CH,OH :-Mls:(-)-l-RI:"ﬁ: -li-z-:- Ot ™ '
-01: Ry=H; Ry= 2CHy ' 91 Q. R H Rota 3-Adic¢io nucleofilica
RW-02: R,=8-OMe; R,= NHCH,CH,0H a i MP-21:8-OMe; Ry= OFt : ¢

RW-03: R,- 6-NO; R,- NHCH,CH,0d i MP-06:R,=6-NOy R,=OEt
RW-04: R = 6-OH; R,= NHCH,CH,0H MP-17: Rl 6-OH; R,= OEt
RW-05: R,= H; R,= NHCH,CH,Cl \._MP-15: Ry= 7-OH; R,= OEt___
LS-04: R;=7-OH; R,= NHC(CH,0H); MP-03: R = 6-NO,; R,= Me

MP-04: R,= 7-Me; R,= Me
MP-05: R;= H; Ry= Me

FN-17: R,= 7-OH; X=0; R;= NH,
FN-19: R,= 7-OH; X=S; Ry= NH,
FN-25: R= 8-OMe; X=0; Ry= NH,
FN-27: R,= 8-Me; X=S; R;= NH,
FN-29: R = 8-OMe; X=0; Ry= CsH,N

Fonte: Autora, 2022. Condigdes de reacdo: ® 2-Aminoetanol ou 7-hidroxi-2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-
diol (LS-04) ou 2-cloroetanamina (RW-05), quantidades cataliticas de piperidina, em etanol refluido; ® N,N-
dimetilamino-p-benzaldeido, quantidades cataliticas de piperidina, em etanol; © Semicarbazida ou

tiosemicarbazida, solugdo aquosa-etanolica (1:1), quantidades cataliticas de &cido acético.

Figura 15 - Estrutura quimica das cumarinas cedidas e avaliadas.
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Fonte: Autora, 2023
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4.11 Planejamento Racional de Novos Inibidores das Enzimas CRZ e TorCATL com Base
na FN-27

Os dados iniciais desta pesquisa foram publicados como artigo cientifico (ver
APENDICE C), em que os compostos planejados por vFBDD foram testados quanto & sua
atividade inibitdria contra as proteases CRZ e TorCATL. A partir dessas andlises, foi possivel
identificar o inibidor mais promissor contra ambos os alvos, denominado FN-27, um analogo
cumarina-tiossemicarbazona. Na secéo de resultados e discussdes, serdo apresentadas maiores
informagdes acerca de tais dados.

Dessa forma, tendo em vista os resultados promissores apresentados pela FN-27 frente
a CRZ e TbrCATL, uma nova série de derivados cumarinicos foi planejada, com o intuito de
produzir novas cumarinas potencialmente ativas e avaliar interagdes promissoras com o sitio
ativo enzimatico. Dessa forma, delimitou-se a sintese de novas cumarina-tiossemicarbazonas
anadlogas da FN-27, com modificacdes no nucleo cumarinico, pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Sintese Organica e Medicinal, supervisionado pela coorientadora deste
trabalho.

Paralelamente, com relacdo aos resultados presentes nesta pesquisa de mestrado,
decidiu-se planejar novas moléculas a partir da combinacdo do ndcleo cumarinico e diferentes
aminas e, entdo, avalia-las por docking molecular com a finalidade de classificar as melhores
estruturas para posterior sintese. Vale ressaltar que, no nucleo cumarinico, diferentes
substituintes eletrodoadores ou eletroretiradores foram inseridos no anel aromético, com o
intuito de investigar se essas substituices poderiam produzir moléculas ainda mais
promissoras.

Em adicdo, na composicgéo destes compostos planejados, a fungdo amida foi adicionada
como um linker. A escolha da funcdo amida se deve ao fato deste grupo estar presente em
diferentes moléculas biologicamente ativas, bem como ser utilizado na sintese de compostos
que apresentam diversas atividades farmacoldgicas (KUMARI et al., 2020; LI; MA;
SZOSTAK, 2020), incluindo atividade tripanocida frente a T. cruzi (SANTOS et al., 2023;
VARELA et al., 2022, 2023) e a T. brucei (WEINMANN et al., 2023).

Para a selecdo das aminas, deu-se preferéncia aquelas previamente relatadas na
literatura. Assim, considerando os estudos de Papadopoulou et al. (2013, 2016) e Varela et al.
(2022, 2023), em que compostos contendo piperazina foram reportados com atividade
antitripanossémicas, e as investigacdes de Varela et al. (2022, 2023), nas quais a combinacgéo
de amidas-piperazinas possibilitou na obtencdo de compostos promissores frente a formas
evolutivas de T. cruzi (Figura 16), este grupo foi inserido nos compostos planejados. Ainda,
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tendo em vista a presenca do indol em compostos ativos frente T. cruzi (CHEN et al., 2009) e
T. brucei (Figura 16) (KRYSHCHYSHYN et al., 2019), este grupo também foi selecionado

para a composi¢do de algumas moléculas.
Figura 16 - Compostos contendo 0s grupos piperazina e indol com atividade tripanocida.
O O

OOﬁ@EﬁZ sUepsaleepgeve

ECj): 42.5 + 8,9 uM (Tripomastigotas de (7. cruzi) ECsy: 46,4 0,9 uM (Tripomastigotas de (T 46"'1121)
ECs. 34,8 £ 9,0 pM (Amastigotas de T. cruzi) ECs. 28,2 +3,8 uM (Amastigotas de 7. cruzi) ECs. 13,0 + 7,1 pM (Amastigotas de 7. cruzi)
Varela et al. (2023) Varela et al. (2022) Varela et al. (2022)

(6]
.
}\I §<S HN >
Id = (6]

10
@ (10)

1C5: 0,03 + 0,004 uM (T, brucei) 1Csp: ~ 1 nM (Amastigotas de 7. cruzi)
Kryshchyshyn ez al. (2019) Chen et al. (2009)

Fonte: Autora, 2023

Para os procedimentos de docking molecular foi adotada uma pontuacéo de corte igual
a 44 (FitScore no GOLD®), sendo tal valor delimitado com base na analise do FitScore do FN-
27 frente a cruzaina (44). Ainda, considerando a similiraridade e, consequentemente, o fato de
muitas vezes os inibidores de cruzaina também inibirem ThrCATL (SILVA et al., 2021), foi
realizado o docking molecular dos compostos planejados para ambas as cisteino proteases,
sendo possivel constatar semelhancas no que concerne a ordem dos valores de energia de
correlacdo do complexo ligante/receptor. Por fim, um total de 14 compostos foram obtidos
(Figura 17):

Figura 17 - Estruturas quimicas dos compostos cumarinicos selecionados por docking
molecular para sintese e avaliacéo biologica.
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Fonte: Autora, 2023.

4.12 Sintese dos intermediarios cumarinas-3-acidos carboxilicos

Para a obtencdo das cumarinas-3-acido carboxilico foi aplicada a metodologia descrita
por Brahmachari (2015), a qual faz uso de salicilaldeidos substituidos, acido de Meldrum, &gua
como solvente e carbonato de potassio como catalisador.

Assim, em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados os derivados 2-
hidroxibenzaldeidos substituidos (1,0 mmol), acido de Meldrum (1,2 mmol), carbonato de
potéssio (20% mol) e gua destilada (10 mL) como solvente. A mistura reacional permaneceu
sob agitacdo a temperatura ambiente durante um periodo de 24h. Apds o término da reacéo,
verificado por CCD, a solucéo resultante foi acidificada por meio da adi¢do de algumas gotas
de HCI, resultando na formacédo de um precipitado, que, posteriormente, foi filtrado e lavado

com agua fria, possibilitando a obtengdo das cumarinas-3-acido carboxilico (Esquema 5).
Esquema 5 - Procedimento geral para a obtengao das cumarinas-3-acido carboxilico.

]
K2CO3 H,0 A OH
>< rt, 24h
0~ o

R=H, 3,5-dicloro, 4,6-dimetoxila, 4-metoxila, 5-I.

Fonte: Autora, 2023.

Acido 5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN22)
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OCH; O
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H5CO 0~ o

Rendimento: 77%; Aspecto: pé marrom amorfo; MM: 250,21 g mol™; PF: 252-255 °C. RMN
'H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 8,5 (s, 1H); 6,6 (d, J=1,9 Hz, 1H); 6,5 (d, J= 2,0 Hz, 1H);
3,9 (s, 3H); 3,8 (s, 3H). RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 166,4 (C=0 de &cido
carboxilico); 164,7 (C=0 de lactona); 158,5 (C); 157,9 (C); 157,8 (C); 103,3 (C); 143,0 (CH);
95,7 (CH); 93,5 (CH); 57,0 (CH3); 56,8 (CH3).

Acido 7-metoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN27)

o

jeea:
HsCO o o

Rendimento: 76%; Aspecto: pé marrom amorfo, MM: 220,18 g mol; PF: 215-218 °C. RMN
'H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 8,3 (s, 1H); 7,7 (d, J= 8,6 Hz, 1H); 6,9 (m, 2H); 3,9 (s,
3H). RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 165,4 (C=0 de &cido carboxilico); 163,8 (C=0
de lactona); 158,3 (C); 156,5 (C); 120,2 (C); 112,6 (C); 145,2 (CH); 131,1 (CH); 100,7 (CH);
56,5 (CHa).

Acido 6,8-dicloro-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN21)

(0]

cl
Ny oH

[O 6]
Cl

Rendimento: 85%; Aspecto: pd branco amorfo, MM: 259,04 g mol™; PF: 225-228 °C. RMN
'H (600 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 8,3 (s, 1H); 7,9 (dd, J= 2,4 e 2,3 Hz, 2H). RMN 3C (150
MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 164,6 (C=0 de lactona); 155,8 (C=0 de &cido carboxilico); 149,1
(C); 128,6 (C); 122,6 (C); 122,6 (C); 121,2 (C); 145,5 (CH); 132,9 (CH); 128,3 (CH).

Acido 6-iodo-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN30)

(0]
(6) (0]
Rendimento: 93%; Aspecto: p6 creme amorfo; MM: 316,05 g mol™; PF: 200-203 °C. RMN H

(600 MHz, DMSO-ds, 8 (ppm)): 8,6 (s, 1H); 8,2 (d, J= 1,9 Hz, 1H); 7,9 (dd, J= 2,0 e 1,9 Hz,
1H): 7,2 (d, J= 8,6 Hz, 1H). RMN %C (150 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 164,2 (C=0 de écido
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carboxilico); 156,6 (C=0 de lactona); 154,5 (C); 120,8 (C); 120,3 (C); 88,6 (C); 146,8 (CH);
142.4 (CH); 138,3 (CH); 119,8 (CH).

4.13 Acoplamento de aminas aromaticas aos intermediérios cumarinas acidas

O correspondente intermediario cumarinas-3-acido carboxilico (1 eg.) foi adicionado a
um tubo selado, contendo 2 mL de dimetilformamida (DMF) anidro como solvente. Em
seguida, adicionou-se 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamino tetrafluoroborato -
TBTU (1 eq.) a solucdo, que permaneceu sob agitacdo em temperatura ambiente durante 15
minutos. Apos este periodo, a amina correspondente (1,1 eq.) e DIPEA (3,5 eg.), como base
catalitica, foram adicionadas. A mistura reacional foi mantida sob atmosfera de argbnio e
agitacdo a 60 °C durante 24 horas (Esquema 6). Logo apds constatado o término da reacéo,
mediante CCD, foi adicionada agua gelada e realizada a extracdo liquido-liquido usando-se
acetato de etila. Posteriormente, a fase organica foi coletada, seca sob sulfato de magnésio e
submetida a evaporacédo rotatativa, rendendo um p6 impuro como produto. Assim, para 0s
compostos JAN10, JAN11, JAN17, JAN24, JAN50, JAN53, JAN56, JAN60 e JANG3,
realizou-se uma recristalizacdo a partir de uma mistura de acetona e 4gua destilada (1:2),
obtendo-se o produto desejado puro. Os produtos JAN46, JAN54 e JAN59 foram purificados
por meio de uma coluna cromatogréafica, utilizando-se hexano e acetato de etila (6:4) como fase
movel. Por fim, no que diz respeito aos compostos JAN58 e JANG62, estes também foram
purificados via coluna cromatogréfica, usando hexano e acetato de etila como sistema de
eluicdo na proporcdo de 1:1 para JANS8 e 7:3 para JAN6G2. As fracOes obtidas puras foram

evaporadas por reducédo de pressdo, possibilitando, assim, a obtencao dos respectivos produtos.

Esquema 6 — Procedimento geral para a obtencéo das amidas.
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Fonte: Autora, 2023.

2-Oxo-N-fenil-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN10)

L
COL
H
(6] (6]
Rendimento: 27%; Aspecto: pé amarelo cristalino, MM: 265,27 g mol; PF: 245-248 °C. Rt:
3,43 min; Pureza: 99%. RMN H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 10,6 (s, 1H); 8,9 (s, 1H); 8,0
(d,J=7,4Hz, 1H); 7,8 (t, J=7,9 Hz, 1H); 7,7 (d, J= 7,9 Hz, 2H); 7,6 (d, J= 8,1 Hz, 1H); 7,5
(t, J=7,6 Hz, 1H); 7,4 (t, J= 7,9 Hz, 2H); 7,1 (t, J= 7,6 Hz, 1H). RMN **C (150 MHz, DMSO-
ds, 6 (ppm)): 160,9 (C=0 de lactona); 160,3 (C=0 de amida); 154,3 (C); 138,4 (C); 120,5 (C);
118,9 (C); 147,8 (CH); 134,7 (CH); 130,7 (CH); 129,4 (CH); 125,7 (CH); 124,7 (CH); 120,4
(CH); 116,72 (CH).

N-Benzil-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN11)

0
X N
H
0~ o

Rendimento: 39%; Aspecto: p6 marrom claro cristalino; MM: 279,30 g mol™*; PF: 165-168 °C;
R: 3,23 min; Pureza: 95%. RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 9,13 (t, J= 5,7 Hz, 1H);
8,8 (s, 1H); 8,0 (d, J= 6,8 1H); 7,7 (t, J= 7,2 Hz, 1H); 7,5 (d, J= 8,6 1H); 7,4 (t, J= 7,5 Hz,
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1H); 7,3 (0, J= 6,1 Hz, 4H); 7,2 (t, J= 6,4 Hz, 1H); 4,5 (d, J= 5,9, 2H). RMN 3C (150 MHz,
DMSO-ds, 6 (ppm)): 161,75 (C=0 de lactona); 160,78 (C=0 de amida); 154,38 (C); 139,36 (C);
118,96 (C); 147,95 (CH); 134,54 (CH); 140,71 (CH); 128,85 (CH); 127,85 (CH); 127,85 (CH);
127,42 (CH); 125,59 (CH); 119,66 (CH); 118,96 (CH); 116,60 (CH); 43,24 (CH>).

3-(4-Fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona (JAN17)

Rendimento: 40%; Aspecto: pd creme amorfo; MM: 334,38 g mol™; PF: 130-133 °C; Rt: 3,07
min; Pureza: 99%. RMN H (600 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 8,2 (s, 1H); 7,8 (dd, J=1,3e 1,1
1H); 7,7 (m, 1H); 7,5 (d, J= 8,2, 1H); 7,4 (t, J= 7,8 Hz, 1H); 7,2 (t, J= 8,2 Hz, 1H); 6,9 (d, J=
8,0 Hz, 1H); 6,8 (t, J= 7,2 Hz, 1H); 3,7 (t, J= 4,6 Hz, 2H); 3,5 (t, J= 4,6 Hz, 2H); (t, J= 4,6
Hz, 2H); 3,2 (t, J= 4,6 Hz, 2H); 3,1 (t, J= 4,7 Hz, 2H). RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds , &
(ppm)): 163,32 (C=0 de lactona); 158,14 (C=0 de amida); 151,20 (C); 125,08 (C); 118,85 (C);
142,82 (CH); 133,19 (CH); 129,48 (CH); 125,31; 119,94 (CH); 116,75 (CH); 116,49 (CH);
116,28 (CH); 49,30 (CHy>); 48,81 (CH>); 46,64 (CHy); 41,75 (CH>).

N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN54)

Rendimento: 35%; Aspecto: pé creme amorfo; MM: 332,36 g mol™; PF: 165-168 °C; Rr: 3,12
min; Pureza: 99%. RMN H (600 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 10,8 (s, 1H); 8, 9 (s, 1H); 8,8 (t,
J=5,3 Hz, 1H); 7,9 (d, J=7,7 Hz, 1H); 7,7 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 7,6 (d, J= 7,9, 1H); 7,5 (d, J=
8,5 Hz, 1H); 7,4 (t, J= 7,5Hz, 1H); 7,3 (d, J= 8,9 Hz, 1H); 7,2 (d, J= 1,0 Hz, 1H); 7,0 (t, J=
7,2Hz, 1H); 6,9 (t, J= 7,5 Hz, 1H); 3,6 (g, J= 6,7 Hz, 2H); 2,9 (t, J= 7,2 Hz, 2H). RMN %3C
(150 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 161,4 (C=0 de lactona); 160,8 (C=0 de amida); 154,3 (C);
136,8 (C-NH); 127,6 (C); 119,5 (C); 118,9 (C); 111,9 (C); 147,8 (CH); 134,5 (CH); 130,7
(CH); 125,5 (CH); 123,3 (CH); 121,4 (CH); 118,8 (CH); 118,7 (CH); 116,6 (CH); 116,5 (CH);
111,8 (CH); 29,4 (CHy); 25,4 (CH>).

N-Benzil-5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN24)
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Rendimento: 50%; Aspecto: p6 marrom amorfo; MM: 339,35 g mol™. PF: 172-175 °C; Rr:
3,34 min; Pureza: 98%. RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 9,0 (t, J= 5,9, 1H); 8,8 (s,
1H); 7,3 (d, J= 4,5 Hz, 4H); 6,7 (d, J= 1,7 Hz, 1H); 6,6 (d, J= 1,9 Hz, 1H); 4,5 (d, J= 5,9 Hz,
2H); 3,9 (s, 3H); 3,9 (s, 3H). RMN C (150 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 166,46 (C=O de
lactona); 162,0 (C=0 de amida); 161,3 (C); 158,6 (C); 157,7 (C); 139,5 (C); 113,2 (C); 103,9
(C); 142,0 (CH); 129,1 (CH); 128,1 (CH); 127,4 (CH); 96,1 (CH); 95,1 (CH); 93,5 (CH); 88,5
(CH); 57,2 (CHa); 56,8 (CHa); 43,19 (CH>).

5,7-Dimetoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona (JAN53)

ocH, ©

NN
AL
Rendimento: 53%; Aspecto: p6 creme amorfo; MM: 394,43 g mol™. 210-213 °C; Rt: 3,17 min;
Pureza: 99%. RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 8,0 (s, 1H); 7,2 (t, J= 8,3, 2H); 6,9 (d,
J=17,9, 2H); 6,8 (t, J= 7,3, 1H); 6,7 (d, J= 1,8, 1H); 6,6 (d, J= 1,9 Hz, 1H); 3,8 (s, 3H); 3,9 (s,
3H); 3,5 (t, J= 4,6 Hz, 2H); (t, J= 4,6 Hz, 2H); 3,2 (t, J= 4,6 Hz, 2H); 3,2 (t, J= 4,7 Hz, 2H).
RMN %3C (150 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 164,9 (C=0 de lactona); 163,8 (C=0 de amida);
158,3 (C); 157,8 (C); 156,8 (C); 151,2 (C); 119,5 (C); 103,3 (C); 95,8 (CH); 93,7 (CH); 138,1
(CH); 129,46 (CH); 119,8 (CH); 116,4 (CH); 49,3 (CH>); 48,8 (CH>); 46,7 (CH>); 41,8 (CH>);
56,9 (CHs); 56,7 (CH3).

N-(2-(1H-Indol-3-il)etil)-5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN56)

NH
OCH, 0

A N
H

HLCO 0 No
Rendimento: 39%; Aspecto: p6 marrom amorfo; MM: 392,41 g mol™. PF: 220-223 °C; Rr:
3,18 min; Pureza: 98%. RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds, 8 (ppm)): 10,8 (s, 1H); 8,8 (s, 1H); 8,7
(t, J= 5,5 Hz, 1H); 7,6 (d, J= 7,8 Hz, 1H); 7,3 (d, J= 8,0 Hz, 1H); 7,2 (s, 1H); 7,0 (t, J= 7,4,
1H); 6,9 (t, J= 7,5 Hz, 1H); 6,7 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 6,5 (d, J= 1,9 Hz, 1H); 3,9 (s, 3H); 3,8 (s,
3H); 3,6 (g, J= 6,9 Hz, 2H); 2,9 (t, J= 7,2 Hz, 2H). RMN 3C (150 MHz, , DMSO-ds, & (ppm)):
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166,4 (C=0 de lactona); 161,8 (C=0 de amida); 161,3 (C); 158,3 (C-NH); 136,8 (C); 127,6
(©); 113,3 (C); 111,9 (C); 110,7 (C); 142, 4 (CH); 123,2 (CH); 121,4 (CH); 120,3 (CH); 118,8
(CH); 111,8 (CH); 96,1 (CH); 95,5 (CH); 57,1 (CHa); 56,9 (CHs3).

N-Benzil-7-metoxi-2-o0x0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN46)

0
X N
H
H,CO 0~ o

Rendimento: 46%; Aspecto: pé creme amorfo; MM: 309,32 g mol™. PF: 165-168 °C; Rt: 3,26
min; Pureza: 98%. RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 9,0 (t, J= 5,9, 1H); 8,8 (s, 1H);
7,9 (d, J= 8,9 Hz, 1H); 7,3 (t, J= 4,3 Hz, 4H); 7,2 (m, 1H); 7,1 (d, J= 2,1 Hz, 1H); 7,0 (dd, J=
2,3e2,3Hz, 1H); 4,5 (d, J= 5,9 Hz, 2H); 3,9 (s, 3H). RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)):
164,9 (C=0 de lactona); 162,0 (C=0 de amida); 161,2 (C); 156,6 (C); 139,4 (C); 115,4 (C);
112,6 (C); 148,4 (CH); 132,02 (CH); 128,8 (CH); 127,8 (CH); 127,4 (CH); 114,0 (CH); 100,8
(CH); 56,7 (CHzs) 43,19 (CH2).

7-Metoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona (JAN50)

A I N/j\]
Hesas ©

Rendimento: 36%; Aspecto: p6 marrom amorfo; MM: 364,40 g mol™. PF: 141-143 °C; Rr:
3,09 min; Pureza: 97%. RMN H (600 MHz, , DMSO-ds, & (ppm)): 7,0 (s, 1H); 6,6 (d, J= 8,6,
1H); 6,0 (t, J= 8,5, 3H); 5,9 (d, J= 2,2, 1H); 6,6 (d, J= 8,6, 1H); 5,8 (d, J= 7,9, 2H); 5,6 (t, J=
7,1, 1H); 2,7 (s, 3H); 2,6 (t, 3= 4,6 2H); 2,3 (t, = 4,6 Hz, 2H); 2,0 (t, J= 4,6 Hz, 2H); 1,9 (t,
J= 4,6 Hz, 2H). RMN *3C (150 MHz, , DMSO-ds, & (ppm)): 163,7 (C=0 de lactona); 158,3
(C=0 de amida); 156,0 (C); 151,2 (C); 121,3 (C); 112,4 (C); 119,5 (C); 103,3 (C); 143,3 (CH);
130,6 (CH); 129,4 (CH); 119,9 (CH); 116,7 (CH); 116,4 (CH); 113,4 (CH); 101,14 (CH); 49,3
(CH>); 48,8 (CH2); 46,7 (CH2); 41,8 (CH); 56,6 (CHs3).

N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-metoxi-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN58)

I /\%
NH
X N =
H
H;CO O (6]
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Rendimento: 41% ; Aspecto: p6 marrom amorfo ; MM: 362,39 g mol™*; PF: 110-113 °C; Ry:
2,84 min; Pureza: 92%. RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 10,8 (s, 1H); 8, 8 (s, 1H);
8,7 (t, J= 6,3 Hz, 1H); 7,9 (d, J= 8,6 Hz, 1H); 7,6 (d, J= 7,8 Hz, 1H); 7,3 (d, J= 8,0, 1H); 7,2
(s, 1H); 7,0 (m, 3H); 6,9 (t, J= 7,3 Hz, 1H); 3,8 (s, 3H); 3,6 (q, J= 6,7 Hz, 2H); 2,9 (t, J= 6,9
Hz, 2H). RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 164,9 (C=0 de lactona); 161,8 (C=0 de
amida); 161,3 (C); 156,6 (C); 136,8 (C-NH); 127,6 (C); 115,4 (C); 112,6 (C); 111,9 (C); 148,2
(CH); 131,9 (CH); 123,3 (CH); 121,4 (CH); 118,8 (CH); 118,7 (CH); 114,1 (CH); 111,8 (CH);
100,7 (CH); 56,7 (CHa); 56,9 (CH>); 25,5 (CH>).

6-iodo-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona (JANG60)

Rendimento: 60%; Aspecto: po laranja claro amorfo; MM: 460,27 g mol™ ;PF: 210-213 °C;
Rt: 3,13 min; Pureza: 97%. RMN !H (600 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 8,1 (d, J= 14,4 Hz, 2H);
7,9 (dd, J=2,6 € 2,6 Hz, 1H); 7,3 (d, J=8,9 Hz, 1H); 7,2 (t, J= 7,9 Hz, 2H); 6,9 (d, J= 7,9 Hz,
2H); 6,8 (t, J= 7,3 Hz, 1H); 3,7 (t, J= 5,2 Hz, 2H); 3,5 (t, J= 5,4 Hz, 2H); 3,2 (t, J= 5,4 Hz,
2H); 3,1 (t, J= 4,7 Hz, 2H). RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds , & (ppm)): 162,9 (C=0 de lactona);
157,7 (C=0 de amida); 153,7 (C); 151,2 (C); 125,8 (C); 121,4 (C), 88,7 (C); 141,4 (CH); 141,1
(CH); 137,4 (CH); 129,5; 119,9 (CH); 119,1 (CH); 116,5 (CH); 49,3 (CH>); 48,8 (CH>); 46,6
(CHy2); 41,8 (CHy).

N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-iodo-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN59)

i /\9
NH
I N N 1
H
O (€]

Rendimento: 38%; Aspecto: p6 amarelo cristalino; MM: 458,26 g mol™* ;PF: 224-227°C; Rr:
3,26 min; Pureza: 99%. RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 10,8 (s, 1H); 8, 8 (s, 1H);
8,7 (t, J= 7,7 Hz, 1H); 8,3 (s, 1H); 8,0 (dd, J=7,7 ¢ 7,7 Hz, 1H); 7,6 (d, J= 7,7 Hz, 1H); 7,3
(d, J=8,3e8,7,2H); 7,2 (s, 1H); 7,0 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 6,9 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 3,6 (q, J= 7,0
Hz, 2H); 2,9 (t, J= 7,0 Hz, 2H). RMN C (150 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 161,2 (C=0 de
lactona); 160,3 (C=0 de amida); 153,9 (C); 136,8 (C-NH); 127,6 (C); 121,2 (C); 120,4 (C);
111,9 (C); 146,5 (CH); 142,3 (CH); 138,5 (CH); 123,3 (CH); 121,4 (CH); 118,8 (CH); 118,8
(CH); 118,7 (CH); 111,8 (CH); 89,2 (CHy); 25,4 (CH>).
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6,8-dicloro-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona (JANG63)
Cl SN N/\
O (6] k/

Rendimento: 32%; Aspecto: p6 amarelo cristalino; MM: 403,26 g mol™*;PF: 205-208 °C; Rr:
3,23 min; Pureza: 99%. RMN H (600 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 8,1 (s, 1H); 8,0 (d, J= 3,4
Hz, 1H); 7,8 (d, J=6,0 Hz, 1H); 7,2 (t, J= 8,0 Hz, 2H); 6,9 (d, J= 8,0 Hz, 2H); 6,8 (t, J= 7,0
Hz, 1H); 3,7 (t, J= 5,6 Hz, 2H); 3,5 (t, J= 5,6 Hz, 2H); 3,2 (t, J= 5,6 Hz, 2H); 3,1 (t, J=5,1
Hz, 2H). RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 162,6 (C=0 de lactona); 157,0 (C=0 de
amida); 151,2 (C); 148,6 (C); 128,9 (C), 126,8 (C); 121,4 (C), 121,4 (C); 141,3 (CH); 132,1
(CH); 129,5; 127,6 (CH); 119,9 (CH); 116,5 (CH); 49,3 (CH2); 48,8 (CH>); 46,5 (CH>); 41,8
(CHy).

N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6,8-dicloro-2-o0xo-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN62)

I
. i NH
Cl N N Y

H
7 0 o
Rendimento: 31% ; Aspecto: pé amarelo cristalino; MM: 401,24 g mol? ;PF: 185-187 °C.
RMN H (600 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 10,8 (s, 1H); 8, 8 (s, 1H); 8,7 (t, J= 7,6 Hz, 1H); 8,1
(s, 1H); 8,0 (d, J= 7,6 Hz, 1H); 7,6 (d, J= 7,8 Hz, 1H); 7,3 (d, J= 8,1, 1H); 7,2 (s, 1H); 7,0 (t,
J=7,1Hz, 1H); 6,9 (t, J= 7,3 Hz, 1H); 3,6 (q, J= 6,8 Hz, 2H); 2,9 (t, J= 7,3 Hz, 2H). RMN
13C (150 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 160,9 (C=0 de lactona); 159,5 (C=0 de amida); 148,8
(C); 136,8 (C-NH); 129,2 (C); 127,6 (C); 121,6 (C); 121,3 (C); 146,3 (CH); 133,2 (CH); 128,7
(CH); 123,3 (CH); 121,4 (CH); 118,8 (CH); 118,7 (CH); 111,9 (CH); 89,2 (CHy); 25,4 (CH>).

4.14 Determinacdo de parametros fisico-quimicos

Algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados, mais
especificamente descritores relacionados a regra de Lipinski, foram analisadas mediante a
utilizacdo da ferramenta de web-software SwissADME (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019)

(http://www.swissadme.ch/). Tais parametros descrevem a similiridade dos compostos com
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farmacos, de modo a desempenhar um importante papel no que diz respeito processo de design

e desenvolvimento de medicamentos (JIA et al., 2020) .
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5 RESULTADOS

5.1 Planejamento dos Inibidores por vFBDD

O planejamento racional de inibidores baseados em fragmentos - FBDD (do inglés,
fragment-based drug design) emergiu como uma alternativa promissora e eficaz para a
identificacdo de compostos bioativos na descoberta de farmacos, nas Gltimas décadas
(KIRSCH et al., 2019; KUMAR; VOET; ZHANG, 2012). Inicialmente, neste estudo, foi
aplicada a ténica computacional virtual FBDD utilizando uma pequena biblioteca interna de
cumarinas, exibindo 32 nucleos substituidos diferentes (APENDICE A). Subsequentemente,
estes analogos baseados na natureza foram investigados pelas suas afinidades de ligacao
(FitScore) tanto para proteases CRZ como TbrCATL, mediante a realizagdo de estudos de
docking molecular.

Em seguida, todas essas moléculas foram analisadas por inspec¢do visual, a fim de
identificar os substituintes associados as interacdes com estes nucleos cumarinicos. Em geral,
foi verificado que estes pequenos compostos se ligam preferencialmente ao subsitio S2. Assim,
0s sete pequenos nucleos cumarinicos mais promissores (FitScore > 44.0) foram selecionados
para novas investigacoes experimentais em direcdo a estes alvos. Além disso, foram propostas
varias modificacBes para estes nucleos. Ao todo, 77 compostos foram racionalmente
idealizados utilizando a abordagem de crescimento de fragmentos. Depois, todos estes
compostos selecionados foram também investigados por docking molecular em ambas as
proteases de cisteina. A partir desta etapa, observou-se que alguns deles poderiam interagir

com os subsitios S2 e S1 (parcialmente), estando proximos da triade catalitica.

5.2 Atividade Inibitoria Enzimatica de Cumarinas Sobre Proteases CRZ e ThorCATL e
Relagéo Estrutura-Atividade (REA)

No que diz respeito a atividade inibitéria enzimatica, inicialmente, seis nucleos de
cumarina diferentes foram testados frente as proteases CRZ e TbrCATL, tendo em vista que
esses pequenos fragmentos quimicos foram selecionados para gerar moléculas mais complexas.
Posteriormente, a atividade inibitoria dos novos anadlogos a base de cumarina também foi
avaliada. De maneira geral, observa-se que esta série de cumarinas apresentou baixa inibigdo
tanto para CRZ e ThrCATL, exceto para FN-27 e RW-03, que exibiram uma atividade mais
potente contra CRZ (I1Cso: 14,4 + 0,02 uM e 79,9 £ 8,6 UM, respectivamente) e TorCATL (ICso:
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2,0 £ 0,6 uM e 84,7 UM £ 5,77 uM, respectivamente). No entanto, é possivel discutir alguns

aspectos da relacdo estrutura-atividade (REA) para esses compostos, considerando o0s

resultados dos ensaios realizados antes e apds 10 min de pré-incubagdo com ambas as proteases

(Tabela 1). Posteriormente, as curvas dose-resposta concernentes aos compostos FN-27 e RW-

03 sdo apresentadas na Figura 18.

Tabela 1 - Atividade inibitéria de compostos cumarinicos em relacéo as proteases CRZ

e TorCATL.
X (0]
Ry
N
CRZ %inib. (100 uM)2  ThrCATL %inib. (100 pM)?
Cadigo R1 R2 Sl I Sl I
FN-06 7-OH & ND ND ND ND
T
FN-07 8-OCH3 i\l]/ 22+2 10+3 17+2 12+1
(8]
MP-01 H NN I I | I
b
MP-03 6-NO; i\l]/ 21+1 10+1 10+1 1+2
(8]
MP-04 7-CHs “é\n/ 35+2 31+1 15+1 7+1
[0}
MP-05 H & 22472 27 +2 17+2 16+2
T
FN-10 H ! 28+2 20+ 4 19+1 22+2
~
és\n/\/@
0
FN-17 7-OH ;‘Y o ND ND ND ND
4
N NH,
H -
FN-19 7-OH e‘\( . ND ND ND ND
N‘NJ\NIL
H
FN-25 8-OCHs g‘\l/ o 17+1 10+2 9+0 2+1
L
N NH,
H -
FN-27 8-OCHs e‘\( . 76 +2 99 +1 86+7 100+ 0
N‘NJ\NFL
H
FN-29 8-OCHs f\”/ o 10+1 140 8+1 00
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RW-01 H S '\}\/\ | | | |
OH
T
RW-02 8-OCHz3 H 21+3 253 14 +2 18+1
és\n/'\l\/\on
0
RW-03 6-NO, (55\"/'\}\/\ 54 +4 60+2 53+1 54 +2
ol
0
RW-04 6-OH P i | | | |
T~"on
M
RW-05 H 8 %\/\ | | | |
Cl
b
LS-04 7-OH ‘SSYQZC(E:-T 11+0 5+1 11+1 7+x1
OH
E-64 (1 uM) ; . 60 + 2 99+ 0 94+1 10040

Fonte: Autora, 2023. 2 Os resultados representam a média e o erro de desvio padrdo de dois experimentos
independentes em triplicata. Os erros sdo dados pela razdo entre o desvio padréo e a raiz quadrada do nimero de

medicBes. SI: Sem pré-incubagdo. I: Pré-incubacdo. ND: N&o determinado. I: Inativo.

Figura 18 - Curvas dose-resposta para determinacao de 1Cso do inibidor RW-03 e FN-
27 sobre as proteases cruzaina e TorCATL.

A) B) -
& 100+ ) = 100+
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N - - -
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[N L]
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Log [RWO03] uM Log [RW03] uM
C) g 1004 D) = 100
g -
2 - ICs5; = 14.45 M § - |C5p=2.6 UM
5 804 = IC5o= 14.31 M E %1 = 1cy=14m
5} ~
g 604 = o
$ 2
S 40 g
= =
B 20 g 2
< =
\a c T T T T 1 oy 0 T T T T 1
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Fonte Autora, 2023. Os valores de 1Cso representam a média de dois experimentos independentes que foram
determinados com base em sete concentracdes de compostos em triplicata. Os erros sdo dados pela razéo entre o

desvio padréo e a raiz quadrada do nimero de medigdes.

Para esta discussdo, a cumarina cetona nao substituida (MP-05) foi considerada como
ponto de partida, tendo apresentado uma fraca atividade contra CRZ de T. cruzi (SI: 22% + 2
el:27% +2) e TorCATL (SI: 17% + 2 e 16% + 2). Portanto, quando um grupo metila é inserido
na posicao 7 da MP-05, tem-se um composto (MP-04) com atividade semelhante contra CRZ
(SI:35% +2e1:31% + 1) e TorCATL (SI: 15% = 1 e I: 7% % 1). Ainda, tendo em vista que 0
substituinte nitro é conhecido como um grupo farmacoférico associado a atividade
antiparasitaria contra T. cruzi e T. brucei (SILVA et al., 2017; SANTOS-JUNIOR et al., 2022;
ZHOU et al., 2013), uma cumarina contendo 6-nitro (MP-03) foi investigada em ambos 0s
alvos, demonstrando baixa inibicéo antes (CRZ SI: 21% + 1 e TbrCATL SI: 10% + 1) e ap0s
(CRZ1:10% = 1 e TbrCATL I: 1 % % 2) pré-incubagdo.

Posteriormente, quando ocorre uma substituicdo do grupo metila por uma metoxila,
obtém-se uma cumarina (FN-07) com inibicdo de CRZ semelhante, embora apresente certa
melhora em relacdo & inibicdo de TbrCATL (SI: 17% + 1 e I: 12% £ 1) . Contudo, quando um
grupo hidroxila é inserido na posicdo 7 do MP-05, observa-se um composto (FN-06) com alta
fluorescéncia intriseca. Tal fato impossibilitou na determinacdo da atividade de FN-06, uma
vez que sua alta fluorescéncia foi considerada um sinal de interferéncia no ensaio enzimatico,
o0 qual se baseia na clivagem de substrato que libera um fluoréforo.

Continuando a investigacdo, quando o grupo 3-cetona de MP-05 € substituido por um
grupo éster etilico (3-COOEt), obteve-se um composto inativo (MP-01). Vale destacar que
todos os nucleos de cumarina mencionados anteriormente foram selecionados como ponto de
partida para a obtencdo de novos analogos de cumarina, excetuando o MP-01 em razdo da sua
inatividade. Também, decidiu-se avancar com o composto FN-06 para a proxima etapa,
esperando que sua fluorescéncia inerente fosse reduzida apds algumas modificacdes
estruturais.

Em relacdo ao ndcleo de cumarina MP-05, este originou os andlogos FN10 e RW-05.
Inicialmente, quando um grupo fenildimetilamina é ligado a vinilcetona como aceptor de
Michael (FN-10), observa-se valores de inibicdo baixos e semelhantes para ambas as proteases
(CRZSI:28% £ 2¢el: 20% + 4; TorCATL SI: 19% + 1 e I: 22% + 2), sendo similar ao seu
precursor (MP-05). Ao introduzir um grupo amida halogenado no nucleo do MP-05, um

composto inativo (RW-05) € gerado. Da mesma forma, quando ocorre a substituicdo do &tomo
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de cloro por um grupo hidroxila (RW-01), obtém-se um composto inativo, em concentragdo
de até 100 uM. Por outro lado, quando um grupo amida tri-hidroxilado é inserido no FN-06
resulta em uma molécula (LS-04) quase inativa até a concentracéo de 100 pM, exibindo valores
de inibicéo ainda piores ap0s a pré-incubagdo (CRZ I: 5% + 1 e TbrCATL I: 7% + 1). Ainda,
guando um grupo amida hidroxilado é inserido no FN-07, tem-se uma molécula pouco ativa
(RW-02), sendo pior que seu nucleo precursor (CRZ SI: 21% + 3 e I: 25% £ 3; TorCATL SI:
14% + 2 e 1:18% + 1).

Além disso, quando este mesmo substituinte quimico estid presente em um ndcleo
contendo 6-nitro (MP-03), um composto (RW-03) exibindo o segundo melhor valor é
observado, inibindo >50% das atividades das proteases. Os valores de 1Cso apresentados por
esse composto foram de 79,9 + 8,6 uM para CRZ e 84,7 £ 5,77 UM para TorCATL. No entanto,
ao realizar a substituicdo de seu grupo nitro por um grupo 6-hidroxila, gera-se uma molécula
(RW-04) inativa, sugerindo, assim, a importancia do grupo nitro para a atividade desse nucleo
quimico.

Como referido anteriormente, foram realizadas modificagdes estruturais no composto
FN-06 para produzir menos analogos fluorescentes. Além do mais, tendo em vista que
tiossemicarbazonas e semicarbazonas podem ser ativas contra T. cruzi e T. brucei (DU et al.,
2002; FUJII et al., 2005; JASINSKI et al., 2022; MORENO-RODRIGUEZ et al., 2014;
SOARES et al., 2011), o nucleo do FN-06 foi convertido em uma semicarbazona (FN-17) e
uma tiossemicarbazona (FN-19). Contudo, detectou-se, mais uma vez, uma alta fluorescéncia,
impossibilitando a determinacdo dos valores de inibicdo de tais compostos. Assim, sugere-se
que a presenca do grupo 7-hidroxila, doador de elétrons, seja desfavoravel para a atividade das
cumarinas correspondentes, pois gera um comportamento PAINS (Pan-Assay Interference).
Os compostos PAINS séo conhecidos como agentes altamente promiscuos, levando a obtengéo
de resultados falsos positivos, bem como por apresentarem subestruturas que sdo capazes de
interferir em ensaios bioguimicos (BAELL; NISSINK, 2018; BOLZ;, ADASME;
SCHROEDER, 2021). A abordagem de docking molecular, infelizmente, ndo € capaz de prever
fluorescéncia, citotoxicidade ou mesmo solubilidade, permitindo, muitas vezes, selecionar
compostos falso-positivos.

Da mesma forma, a partir do nucleo de cumarina FN-07, foram obtidos os seguintes
compostos: uma semicarbazona (FN-25), uma tiosemicarbazona (FN-27) e uma
piridilacildirazona (FN-29). Quando a tiossemicarbazona-cumarina substituida com o grupo
metoxila na posicéo 8, o melhor composto desta série foi obtido (FN-27), apresentando valores
méaximos de inibicdo apos pré-incubacdo com as proteases CRZ e TorCATL. O composto FN-
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27 inibiu mais de 70% da atividade de ambas as enzimas, tendo seus valores de ICsg
determinados para as proteases CRZ e TbrCATL, sendo 14,4 £ 0,02 uM e 2,0 £ 0,6 uM,
respectivamente.

Entretanto, quando o grupo tiona deste analogo da tiosemicarbazona foi substituido por
um grupo carbonila, gerando a correspondente semicarbazona (FN-25), observa-se uma
dréstica reducéo de sua atividade sobre CRZ (SI: 17% + 1 e I: 10% = 2), sendo praticamente
inativo contra TbrCATL (SI: 9% + 0 e I: 2% + 1). Similarmente, quando a porcao
semicarbazona do FN-25 é substituida por um grupo isonicotinoilhidrazona, foi obtida uma
molécula (FN-29) com o mesmo perfil para as medi¢des antes e ap0s a pré-incubacdo para
ambos os alvos. Por fim, vale salientar que todas as discussdes sobre REA, focadas em
compostos que demonstraram apenas valores de % de inibicdo, foram realizadas considerando
observacdes apenas na concentracdo de 100 UM, obtidas por dois experimentos independentes
em triplicatas, ndo sendo considerado as tendéncias em diferentes concentracdes nesta
discussao.

Subsequentemente, com o intuito de verificar se FN-27 exerce sua atividade por meio
de um mecanismo de acdo envolvendo a protease CRZ ou ThrCATL, foram realizadas
investigacOes adicionais desse analogos cumarinico em células infectadas por amastigotas de
T. cruzi e tripomastigotas de T. brucei. Além disso, os demais analogos, proveninetes dos
nacleos cumarinicos, também foram rastreados quanto as suas atividades em diferentes formas
evolutivas, pois foi considerado que esses outros compostos poderiam exercer seus efeitos por
um mecanismo de acdo diferente, no qual CRZ ou TorCATL poderiam ndo estar envolvidos

nele.

5.3 Atividade Tripanocida in vitro de Analogos Cumarinicos em Células Infectadas por

Formas Amastigotas de Trypanosoma cruzi e Tripomastigotas de Trypanosoma brucei

Na investigacdo acerca da atividade tripanocida dos compostos a base de cumarina
sintetizados, foram realizados ensaios in vitro contra mioblastos de camundongos (C2C12)
infectados com T. cruzi CA-1/72. O farmaco benznidazol foi usado como controle positivo nos
ensaios anti-T. cruzi. Assim, constatou-se que o composto FN-27 apresentou um otimo valor
de ECso, como pode ser observado na Tabela 2. Além disso, como verificado anteriormente,
esta tiossemicarbazona FN-27 apresentou uma excelente atividade contra a principal cisteina
protease do T. cruzi, CRZ (ver Tabela 1), sendo coerente, assim, com a importancia da inibicao

dessa cisteina protease para a atividade tripanocida.
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Posteriormente, com o intuito de obter informacdes sobre a atividade desses analogos
contra T. brucei, que podem estar relacionadas a inibicdo da protease TorCATL, tais cumarinas
também foram testadas contra formas tripomastigotas (corrente sanguinea) desse protozoario
(Lister 427). Dentre os 13 derivados cumarinicos testados (Tabela 2), somente o composto FN-
10 foi capaz de inibir o crescimento de T. brucei, tendo apresentado um valor de ECso de 4,8
+ 0,15 uM (Figura 19). Ainda, nenhum dos compostos avaliados foi apreciavelmente citotoxico
para células HEK293 a 10 uM (viabilidade > 90%)).

Adicionalmente, com o intuito de obter informagdes sobre um possivel alvo de T. brucei
para FN-10, uma vez que este composto ndo demonstrou ativividade contra TbrCATL, um
total de 72 alvos macromoleculares foram investigados por docking molecular (ver Tabela 1A
em APENDICE B). Dessa forma, a prostaglandina F», sintase de T. brucei foi considerada um
alvo potencial para FN-10. Esta é expressa na tripomastigota e catalisa a redugdo dependente
de NADPH do 9,11-endoperdxido PGH F, para PGF,, estando envolvido na elevagdo da
concentragdo de PGF, durante HAT (FIGARELLA et al., 2006; KUBATA et al., 2000;
OKANO et al., 2002).

Tabela 2 - Atividade in vitro de analogos cumarinicos contra células infectadas por
formas amastigotas de Trypanosoma cruzi, tripomastigotas de Trypanosoma brucei e
celulas HEK?293.

T. cruzi T. brucei Citotoxicidade em HEK293
Cddigo ECso (UM)? %lnibicdo ECso % CCso
(a 10 uM) (UM = DP) Viabilidade (UM = DP)
(210 uM)
FN-10 >10 98 48+0.1 93 >10
FN-17 > 20 26 >10 100 > 10
FN-19 > 20 13 >10 96 > 10
FN-25 > 20 31 >10 100 > 10
FN-27 55 9 >10 99 >10
FN-29 > 20 17 >10 100 >10
RW-01 > 20 26 >10 100 >10
RW-02 > 20 2 >10 95 >10
RW-03 > 20 45 >10 97 > 10
RW-04 > 20 29 >10 100 > 10
RW-05 > 20 25 >10 100 >10
LS-04 > 20 29 > 10 100 >10
Pentamidina® - 100.0 0.015 + 0.0003 - -

Benznidazol 2 24+0.2 - - - -
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Fonte: Autora, 2022. ®Valor de ECso de um experimento que foi determinado com base em dilui¢fes em série 1:2
de cada composto em triplicado. Os erros sao dados pela razédo entre o desvio padréo e a raiz quadrada do nimero
de medicbes; ® A concentracio testada na triagem foi de 4 pM. Pentamidina: controle positivo para T. brucei.

Figura 19 - Curvas dose-resposta para determinacao de ECso dos compostos FN-10 (A) e
FN-27 (B) sobre tripomastigotas de Trypanosoma brucei e células infectadas por T. cruzi.

Concentracio Log (M) FN27 [logM]

—o— Atividade antiparasitaria normalizada (%)

A) B) _
- 150 £

150~ - ECg=4.908 uM - ECs= 5.5uM 2

. * & EC5)=4.701 M g 1001 125§
E é :
= 1004 § 754 =100 é:
= = =
= Z 50 75 E
= g =
¥ . E 2
£ 504 s 25- 50 f
o E =
§ L % &
£ 9 H z
=] T T T T 1 =) 0 =
A 410 05 00 05 10 15 R 7 6 5 4 Z
£ (2]

= =

< -

= =

= =

= 5

—#  Viabilidade Celular Normalizada (%)

Fonte: Autora, 2022.

5.4 Investigacdo in silico do FN-27 e Suas Interagdes Com as Proteases CRZ e TbrCATL

5.4.1 Simulac¢es de docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados para obter informacGes sobre os
modos de ligacdo do composto FN-27 nos sitios cataliticos das proteases TorCATL e CRZ.
Inicialmente, foi analisada a posi¢do de ligacdo de FN-27 complexado no sitio de ligacdo de
CRZ. Assim, foi verificado que FN-27 esta ligado entre os subsitios S1 e S2 (Figura 20).
Observa-se que seu nucleo de cumarina 8-metoxi-substituido esta bem encaixado no subsitio
S2, uma vez que tem preferéncia por interagbes de van der Waals com substituintes
hidrofobicos (CHOE et al., 2006; POLTICELLI et al., 2005; SANTOS et al., 2019), enquanto
sua porcédo tiosemicarbazona é orientada para o subsitio S1, que tipicamente esta associado a
inibidores e acomoda melhor os grupos ndo volumosos (SANTOS et al., 2021; SANTOS;
FERREIRA, 2022).

Em relagdo as suas interacGes com os residuos do sitio de ligacdo do CRZ, observa-se
que FN-27 apresenta interacdo de van der Waals com o residuo His'*® e interagdo n-alquil com

residuo de Cys?, que correspondem a residuos da triade catalitica. Observa-se ainda uma

60



ligacdo convencional de hidrogénio com a Ser®*, bem como interacbes com Met®%, Ala'®,
Leu'® e Asp®® (Figura 21). Quanto ao complexo FN-27 com a protease TorCATL, observa-se
interacGes com residuos cataliticos de pares idnicos Cys?® e His'®2, bem como interagGes com
Ala?® Alal®, Met®, Leu!® Asp® (Figura 23). Ademais, FN-27 apresenta uma pose
semelhante no sitio de ligacdo TbrCATL, embora observou-se que seu nucleo cumarinico esta
menos encaixado no subsitio S2 e seu grupo tiosemicarbazona encontra-se mais orientado para
0 subsitio S1 (Figura 22).

Figura 20 - Composto FN-27 em complexo com a protease CRZ.

Fonte: Autora, 2023. llustragdo elaborada utilizando-se o software PyMol® v. 0.99.

Figura 21 - Interagdes observadas para os residuos do sitio de ligacdo FN-27 e CRZ.
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Fonte: Autora, 2023. Diagrama gerado através do software Discovery Studio 2021.

Figura 22 - Composto FN-27 em complexo com a protease TorCATL.
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Fonte: Autora, 2023. llustragdo elaborada utilizando-se o software PyMol®v. 0.99

Figura 23 - InteracGes de FN-27 e residuos do sitio de ligacdo ThrCATL.

(‘ g

Fonte: Autora, 2022. Diagrama gerado através do software Discovery Studio 2021.

5.5 Resultados de Docking Molecular das Novas Cumarinas Planejadas com Base na FN-
27

Os dados explanados a seguir ainda ndo foram publicados e correspondem a resultados
de docking molecular das novas cumarinas planejadas tendo o composto FN-27 como
referéncia, com o intuito de obter analogos ativos mediante a realizacdo de modificacOes
estruturais neste.

Neste sentido, apoOs a realizagdo de todas as simula¢fes de docking molecular, os
resultados de FitScore calculados das 14 moléculas planejadas e sintetizadas sdo apresentados
na Tabela 3 para CRZ e ThrCATL. De modo geral, pode-se observar que os ligantes
apresentaram uma energia de correlagéo significativa quando comparados com o0 composto de
referéncia, FN-27. Além disso, foi possivel verificar que as cumarinas contendo a porg¢éo indol
se destacaram frente a ambos os alvos, tendo a maioria apresentado um FitScore maior ou igual
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a 60. Ainda, notou-se que, para estes ligantes, os valores mantiveram-se proximos mesmo
diante de diferentes substituintes contidos no anel aromatico do nucleo cumarinico.
Paralelamente, constatou-se que substituicdo do grupo fenila pela benzila acarretou em uma

melhora em tais parametros.

Tabela 3 - Valores de FitScore obtidos a partir da formagdo dos complexos
ligante/proteina com as enzimas CRZ e TbrCATL.

Composto FitScore - CRZ FitScore - TorCATL
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Fonte: Autora, 2023.

Para 0s compostos em questdo, destaca-se as interacbes do derivado JANS6, que
apresentou o maior valor de fitscore calculado, com a enzima cruzaina. A partir do diagrama
abaixo (Figura 23), observa-se que 0 composto JAN56, assim como FN-27, mantem interacoes
com os residuos cataliticos Cys®® e His®°, bem como Asp®®, Met®® e Ala'®. De modo
especifico, destaca-se que a insercdo do substituinte 7-OCHs em JAN56 acaba perfazendo uma
interagdo com Ser™*® do tipo carbono-hidrogénio. Em relagdo a enzima ThrCATL , evidencia-
se as interagOes do derivado JANS56, que apresentou o maior valor de fitscore calculado nos
ensaios de docking molecular. Observa-se que, em comparacdo com FN-27, também
permanecem as interagdes com os residuos cataliticos Cys? e His!®2, bem como Asp®!, Met®,
Leu'®® e Alal®®. Por outro lado, nota-se o surgimento de uma ligacdo carbono-hidrogénio com

158

o residuo de Glu~*®, a partir da insercédo do grupo 7-OCHz em JAN56 (Figura 24), além de uma

204

interacdo de grupo alquila com o residuo Leu="*, mediante a presenca do substituinte 5-OCHs.
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Figura 24 - InteracGes entre o composto JAN56 e as enzimas cruzaina e ThrCATL.
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Fonte: Autora, 2023. Diagrama gerado atraves do software Discovery Studio 2021. A) Interacdes observadas para
os residuos do sitio de ligagdo de JANS6 e cruzaina. B) Todas as intera¢fes dos residuos do sitio de ligacdo de
JANS56 e TbrCATL.

5.6 Sintese dos Acidos cumarinas-3-carboxilico

As cumarinas-3-acido carboxilico foram obtidas como intermediarios para a sintese dos
compostos finais. As cumarinas &cidas apresentam uma ampla gama de aplicaces e sao
consideradas compostos iniciais importantes para a sintese de derivados a base de cumarina
(BRAHMACHARI, 2015). A sintese deste composto quimico ocorreu por meio da
condensacéo de Knoevenagel, com rendimentos satiasfatdrios entre 77-93% (Tabela 4). Tal
metodologia apresentou-se eficaz, de baixo custo e toxicidade.

Tabela 4 - Rendimento dos intermediarios sintetizados.

[0}
O (6]

Composto R Rendimento%
JAN22 5,7-di-OMe 77
JAN27 7-OMe 76
JAN21 6,8-di-Cl 85
JAN30 6-1 93

Fonte: Autora, 2023.
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Essa € uma reacdo de condensacao aldolica que inclui uma adicdo nucleofilica entre
aldeidos ou cetonas e moléculas contendo grupos metilénicos ativados, na presenca de um
catalisador bésico, seguida geralmente pela eliminacdo de &gua (CUNHA; SANTANA, 2012).
A proposta de mecanismo reacional para a obtencdo desses intermediarios envolve inicialmente
a abstracdo de um proton do acido de Meldrum na solucdo basica (2). Em seguida, a base
conjugada do é&cido de Meldrum (2) realiza um ataque nucleofilico a carbonila do
salicilaldeildo (1) e, posteriormente, ocorre a etapa de eliminacdo de uma molécula de &gua,
formando a ligagdo dupla carbono-carbono. Assim, tais etapas geram o intermediario de
Knoevenagel (5) através das espécies intermediarias 3 e 4. Apos isso, grupo fendlico presente
em 5 sofre reacdo de fechamento de anel através de um ataque nucleofilico a carbonila referente
a parte do acido de Meldrum, produzindo como intermediario a cumarina-3-carboxilato (6),
com a remoc¢do de uma molécula de acetona. Por fim, a acidificacdo do sal (6) possibilita a

formacdo das cumarinas-3-acido carboxilico (7) (Figura 25).

Figura 25 - Mecanismo reacional proposto para a obtencdo das cumarinas-3-acido
carboxilico.
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Fonte: Adaptada de BRAHMACHARI, 2015.

5.7 Sintese dos Derivados cumarinicos-3-acido carboxilico Acoplados as Aminas

As amidas correspondem a uma classe importante de moléculas organicas com
aplicacdo em diferentes campos, incluindo na Quimica Medicinal, sendo a reagdo mais
praticada nesta area (DUNETZ; MAGANO; WEISENBURGER, 2016). Neste estudo, o

66



acoplamento de amidas foi empregado para conectar as cumarinas-3-acido carboxilico com

diferentes aminas, sendo possivel obter um rendimento entre 27 a 60% (Tabela 5).

Tabela 5 - Rendimento dos compostos finais sintetizados.

Composto R1 R Rendimento%
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Fonte: Autora, 2023.
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Para tanto, utilizou-se 0 TBTU, como reagente de acoplamente, e a DIPEA como base.

A reagdo de acoplamento por TBTU envolve primeiramente a formagdo do carboxilato,

mediante a desprotonacgdo acida por uma amina terciaria (DIPEA). Com isso, ocorre o ataque

nucleofilico do &cido carboxilico ao carbono polarizado positivamente do cation-uranio-TBTU

(a), o que acarreta na liberagdo de HOBt (b). Posteriormente, o carboxilato reage com o TBTU

para gerar uma O-acilsoureia, que pode entdo sofrer uma reacdo adicional com o anion

benzotriazol (c). Em seguida, esse intermediario é convertido em um éster hidroxibenzotriazol

ativado (e), gerando a tetrametilureia como subproduto (d), o qual corresponde a forga motriz

para a ativacdo &cida. Por fim, a amina suficiente nucleofilica pode entdo sofrer amindlise,
possibilitando, assim, a formacéo da amida (Figura 26) (MAGANO, 2022; SILVA-JUNIOR,

2019).

Figura 26 - Mecanismo reacional para a obtenc¢do dos derivados cumarinicos-3-acido

carboxilico acoplados as correspondentes aminas.
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Fonte: Adaptada de MAGANO, 2022 e SILVA-JUNIOR, 2019.

5.8 Caracterizagao Estrutural dos Compostos Sintetizados

Os compostos finais apresentaram tempo de retencdo variando de 2,84 a 3,43 min,
sendo tal valor determinado usando cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ainda, tais
compostos, evidenciados pela funcdo amida, foram caracterizados devidamente por meio da
Ressonancia Magnética de hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN *3C), mediante o emprego
da técnica de DEPT-Q. Tendo em vista a similaridade das estruturas quimicas dos derivados
cumarinicos sintetizados, foram selecionadas as quatro amidas da série (JAN10, JAN11,
JAN17 e JAN54) que apresenta o nlcleo cumarinico ndo substituido, para analise de sua
caracterizacdo. Vale destacar que, no espectro de RMN de *H de cada compostos selecionado,
estdo contidos os dados concernentes ao deslocamento, constante de acoplamento,
multiplicidade e integracdo do sinal. Ainda, os espectros de RMN de *H e 3C dos demais
compostos sintentizados estdo disponiveis no ANEXO A desta dissertacao.

No espectro de RMN *H do composto JAN10, conforme representado na Figura 27 e
Tabela 6, os sinais entre 7,5 a 8,0 ppm (Hz, Hz, Hz e Hs) séo equivalentes aos hidrogénios do
anel aromatico da cumarina; o simpleto em 8,9 ppm (Hs) refere-se ao hidrogénio do anel pirona.
Adicionalmente, o sinal atribuido ao hidrogénio da funcdo amida encontra-se com um
deslocamento quimico em 10,6 ppm, no qual € verificado um simpleto. Por fim, os hidrogénios

referentes ao grupo fenil sdo encontrados entre 7,1 a 7,7 ppm (H1o, Hi1, Hi2, H1z € Hia).
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Tabela 6 - Dados do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSQOds) do 2-Oxo-N-fenil-2H-

cromeno-3-carboxamida (JAN10).

Atribuicéo do 6 (ppm) Constante de acoplamento Multiplicidade Integracédo do
sinal J (H2) sinal
9 10,6 - Simpleto 1H
5 8,9 - Simpleto 1H
4 8,0 7,4 Dupleto 1H
1 7,6 8,1 Dupleto 1H
10; 14 7,7 7,9 Dupleto 2H
12 7,1 7,6 Tripleto 1H
11; 13 74 7,9 Tripleto 2H
3 7,5 7,6 Tripleto 1H
2 7,8 7,9 Tripleto 1H

Fonte: Autora, 2023

Figura 27 - Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO) do 2-Oxo-N-fenil-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN10).
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Com relago a caracterizacio de RMN de 3C do composto JAN10 (Figura 28 e Tabela
8), os deslocamentos quimicos entre 116,7 a 134,7 ppm sdo caracteristicos dos carbonos CH
que pertencem ao anel aromético do nucleo cumarinico, enquanto os sinais na faixa de 120,4 a
147,9 ppm referem-se aos carbonos CH do grupo fenil. Ainda, os sinais da carbonila (C=0) de

lactona e amida sdo observados em 160,9 e 160,3, respectivamente.

Tabela 7 - Atribuicdo dos sinais de RMN de '3C do 2-Oxo-N-fenil-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN10).

Atribuic&o do sinal & (ppm)
C=0 de lactona 160,9
C=0 de amida 160,3

C 1544
C 138,4
C 118,9
C 120,5
CH 147,9
CH 134,7
CH 130,7
CH 129,5
CH 125,8
CH 124,8
CH 120,4
CH 116,7

Fonte: Autora, 2023

Figura 28 - Espectro de RMN de '3C — DEPTQ 2-Oxo-N-fenil-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN10).
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Fonte: Autora, 2023

Para o composto JAN11, o espectro de RMN *H (Figura 29 e Tabela 8) mostrou entre
7,4 a 8,0 ppm os sinais referentes ao anel aromatico da cumarina (Hz, Hz, Hz € Has). O simpleto
em 8,8 ppm equivale ao Hs do anel pirona. Além disso, o sinal correspondente ao hidrogénio
da funcdo amida € observado como um tripleto em 9,1 ppm; e o dubleto em 4,5 ppm (H1o)
concerne ao grupo metileno (CH>). Finalmente, os hidrogénios condizentes ao grupo benzil

apresentam um deslocamento quimico entre 7,2 a 7,3 ppm (Hi1, Hi2, His, Hia € His).

Tabela 8 - Dados do espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSOds) do N-Benzil-2-oxo0-2H-
cromeno-3-carboxamida (JAN11).

Atribuicdo do o (ppm) Constante de Multiplicidade Integracéo do
sinal acoplamento J sinal
(H2)

9 9,1 5,7 Tripleto 1H
10 4,5 59 Dupleto 2H
5 8,8 - Simpleto 1H
2 7,7 7,2 Tripleto 1H
3 7,4 7,5 Tripleto 1H
11,12,14e 15 7,3 6,1 Quarteto 4H
13 7,2 6,4 Tripleto 1H
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4 8,0 6,8 Dupleto 1H
1 7,5 6,6 Tripleto 1H
Fonte: Autora, 2023

Figura 29 - Espectro de RMN 1H (600 MHz, DMSO) do N-Benzil-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN11).
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Fonte: Autora, 2023.

No que diz respeito ao espesctro de RMN de *C para tal composto (Figura 30 e Tabela
9), os sinais entre 116,6 a 134,5 ppm correspondem aos carbonos CH do anel aromatico do
nucleo cumarinico; ao passo que os sinais na faixa de 125,6 a 147,9 ppm referem-se aos
carbonos CH do grupo benzil. Observa-se também o sinal condizente ao carbono do grupo
metileno (CH2) em 43,2 ppm, bem como sdo observados em 161,8 e 160,8 o0s sinais da

carbonila (C=0) referentes a lactona e a amida, respectivamente.

Tabela 9 - Atribuicdo dos sinais de RMN de '3C do N-Benzil-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN11).

Atribuicéo do sinal o (ppm)
C=0 de lactona 161,8
C=0 de amida 160,8

c 154,4
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C 139,4

C 119,7
C 118,9
CH 147.,9
CH 134,5
CH 130,7
CH 128,9
CH 127,8
CH 127,4
CH 125,6
CH 116,6
CH; 43,2

Fonte: Autora, 2023

Figura 30 - Espectro de RMN de 13C — DEPTQ N-Benzil-2-oxo-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN11).
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Fonte: Autora, 2023

O espectro de RMN de *H do composto JAN17 (Tabela 10 e Figura 31) exibiu os sinais
esperados para 0s hidrogénios do anel aromatico da cumarina entre 7,4 a 7,8 ppm (H1, H2, Hs
e Hai), além do sinal obervado como um simpleto em 8,2 ppm referente a0 Hs. Os sinais
referentes aos hidrogénios ao anel piperazina foram constatados como tripleto entre 3,1 a 3,7
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ppm (Hio, H11, Hiz e His). Adicionalmente, os deslocamentos quimicos entre 6,8 a 7,2 sdo

pertinentes aos hidrogénios do grupo fenil (H1s, H17, His, Hig, H20).

Tabela 10 - Dados do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSOds) do 3-(4-Fenilpiperazina-
1-carbonil)-2H-cromen-2-ona (JAN17).

Atribuicéo do 6 (ppm) Constante de Multiplicidade Integracédo do
sinal acoplamento J (Hz) sinal
1 7,5 8,2 Dupleto 1H
2 7,7 - Multipleto 1H
3 7,4 8,2 Tripleto 1H
4 7,8 13e1,1 Duplo dubleto 1H
5 8,2 - Simpleto 1H
18 6,8 7,2 Tripleto 1H
16; 20 6,9 8,0 Dupleto 1H
17; 19 7,2 8,2 Tripleto 1H
14 3,7 4,6 Tripleto 2H
10 3,6 4,6 Tripleto 2H
13 3,2 4.6 Tripleto 2H
11 3,1 47 Tripleto 2H

Fonte: Autora, 2023

Figura 31 - Espectro de RMN 1H (600 MHz, DMSO) do do 3-(4-Fenilpiperazina-1-
carbonil)-2H-cromen-2-ona (JAN17).
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Para tal composto, o espectro de RMN de 3C (Tabela 11 e Figura 32) confirmou os
sinais referentes aos carbonos CH do anel aromatico da cumarina entre 116,5 a 133,2 ppm. Os
sinais de CH> pertinentes ao anel piperidina foram observados entre 41,6 a 49,3. Para o0s sinais
de CH do grupo fenil, observou-se que estes estavam compreendidos entre 116,8 a 142,3 ppm.
A carbonila da funcéo lactona foi verificada em 163,3, enquanto que a carbonila da amida foi

confirmada em 158,1.

Tabela 11 - Atribuicéo dos sinais de RMN de **C do do 3-(4-Fenilpiperazina-1-carbonil)-
2H-cromen-2-ona (JAN17).

Atribuicéo do sinal o (ppm)
C=0 de lactona 163,3
C=0 de amida 158,1

C 154,0
C 151,2
C 125,0
C 118,9
CH 142,3
CH 133,2
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CH 129,5

CH 125,2
CH 125,3
CH 119,9
CH 116,8
CH 116,5
CH; 49,3
CH2 48,8
CH2 46,6
CH2 41,6

Fonte: Autora, 2023

Figura 32 - Espectro de RMN de 13C - DEPTQ do 3-(4-Fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-
cromen-2-ona (JAN17).
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Fonte: Autora, 2023

A partir do espectro da Figura 33 e os dados da Tabela 12 referentes ao composto
JANS54, observa-se o sinal do hidrogénio da funcdo amida como um simpleto em 10,8 ppm,
sendo na maioria dos casos comum néo verificar a constante de acoplamento em decorréncia

do momento de quadrupulo do atomo de nitrogénio ou devido a troca quimica que acarreta no
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desacoplamento dessa interacdo (PAVIA et al., 2010). Os hidrogénios da regido alifatica da
molecula foram analisados em 3,6 ppm (Hio) e 2,9 ppm (H11). Com relagdo ao sinal do
hidrogénio para o nitrogénio inddlico (NH), este foi observado como um dupleto em 7,2 ppm.
Por fim, os hidrogénios do anel aromético da cumarina foram confirmados entre 7,4 a 7,9 ppm

(H1, Hz, Hz e Ha); e o simpleto do Hs foi analisado em 8,9 ppm.

Tabela 12 - Dados do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSOds) do N-(2-(1H-indol-3-
il)etil)-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN54).

Atribuicéo do 6 (ppm) Constante de Multiplicidade Integracéo do
sinal acoplamento J (Hz) sinal
9 10,8 - Simpleto 1H
5 8,9 - Simpleto 1H
17 8,8 53 Tripleto 1H
4 7,9 7,7 Dupleto 1H
2 7,7 74 Tripleto 1H
1 7,6 7,9 Dupleto 1H
16 7,5 8,5 Dupleto 1H
3 7,4 7,5 Tripleto 1H
13 7,3 8,9 Dupleto 1H
14 7,2 1,0 Dupleto 1H
18 7,0 7,2 Tripleto 1H
19 6,9 7,5 Tripleto 1H
10 3,6 6,7 Quarteto 2H
11 2,9 7,2 Tripleto 2H

Fonte: Autora, 2023

Figura 33 - Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO) do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-oxo-
2H-cromeno-3-carboxamida (JAN54).
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Quanto ao espectro de RMN 3C (Tabela 13 e Figura 34), destaca-se os carbonos das

carbonilas dos grupos lactona e amida em 161,5 e 160,8 ppm, respectivamente; 0s sinais em

25,4 e 29,4 ppm referentes aos carbonos CH; da regido alifatica; e os sinais entre 116,6 a 134,5

ppm correspondentes aos carbonos CH do anel aromatico da cumarina. Ademais, observa-se

0s sinais referentes aos carbonos CH da porcéo indol na faixa de 111,8 a 147,9 ppm.

Tabela 13 - Atribuicdo dos sinais de RMN de 3C do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-0x0-2H-
cromeno-3-carboxamida (JAN54).

Atribuicéo do sinal o (ppm)
C=0 de lactona 161,5
C=0 de amida 160,8

C 154,3
C 127,6
C 119,5
C 118,9
C 1119
C 136,8
CH 1479
CH 1345
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CH 130,7

CH 125,6
CH 123,3
CH 121,4
CH 118,8
CH 118,7
CH 116,6
CH 111,8
CH: 29,4
CH; 25,4

Fonte: Autora, 2023

Figura 34 - Espectro de RMN de 3C — DEPTQ N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-0x0-2H-
cromeno-3-carboxamida (JAN54).
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5.9 Analise dos parametros de Lipinski para os Compostos Sintetizados

Com o intuito de investigar o potencial como farmaco dos compostos planejados e
sintetizados, suas propriedades fisico-quimicas foram analisadas mediante a plataforma

SwissADME (http://www.swissadme.ch/), uma ferramenta disponivel gratuitamente que apoia

a descoberta de medicamentos por meio de diferentes descritores fisico-quimicos fornecidos
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para a molécula. Assim, esses dados desempenham um importante papel na reducédo do niumero
de falhas nos estagio posteriores relacionados ao desenvolvimento de medicamentos
(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; JIA et al., 2020).

Dentre os parametros fisico-quimicos fornecidos, avaliou-se o0s descritores
concernentes a regra de Lipinski: massa molecular (MM); doadores de ligacdo de hidrogénio
(HBA); aceptores de ligacéo de hidrogénio (HBD) e coeficiente de particdo (LogP). De acordo
com esta regra, compostos com MM < 500 g mol?, HBA < 10, HBD < 5e LogP < 5sio
considerados potenciais para biodisponibilidade oral (BARRET, 2018; MAHGOUB;
ATATREH; GHATTAS, 2022; VARELA et al., 2022). Nesse sentido, verificou-se que todos
0s compostos sintetizados enquadram-se nesses critérios. Os dados calculados acerca dos
parémetros HBA, HBD e LogP séo apresentados na Figura 35. No que diz respeito a MM dos

compostos, esta variou de 265,27 a 460,27 g mol ™.

Figura 35 - Avaliacdo dos Descritores da Regra de Lipinski para os compostos
sintetizados.
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Fonte: Autora, 2023. Gréafico elaborado utilizando-se o software Microsoft® Office Excel.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, cumarinas racionalmente planejadas pela técnica de vFBDD foram
sintetizadas e caracterizadas. Um derivado cumarinico-tiossemicarbazona, FN-27, foi
selecionado como a molécula mais ativa contra as proteases CRZ (ICso de 14,4 £ 0,02 uM) e
TbrCATL (ICso: 2,0 £ 0,6 M), além de exibir atividade efetiva contra células infectadas por
amastigotas de T. cruzi (ECso: 5,5 uM). Para este inibidor, foram realizadas simulacgdes de
docking molecular, com o intuito de obter informacdes sobre seus modos de ligacdo, em que
foi possivel observar que, em ambas as proteases, FN-27 se ligou efetivamente préximo a triade
catalitica. De modo paralelo, um analogo cumarinico-chalcona, FN-10, mostrou-se bastante
promissor contra a forma tripomastigota de T. brucei (ECso: 4,8 £ 0,1 uM), porém nao
demonstrou atividade contra CRZ ou ThrCATL. Tal resultado pode indicar que FN-10 estaria
exercendo sua atividade por um mecanismo de acdo nao associado a essas cisteino proteases.
Logo, alvos diferentes estariam sendo envolvidos por esse composto.

Adicionalmente, ap6s a execucdo de experimentos de docking molecular, tendo sido a
FN-27 adotada como composto controle, uma série de 14 novas cumarinas foi projetada para
exploracdo sintética e posterior avalia¢do bioldgica. Tais cumarinas apresentaram rendimento
sintético entre 27 a 60%. De modo geral, os compostos planejados, frente a CRZ e TbrCATL,
apresentaram interessantes valores de FitScore, destacando-se as cumarinas com a por¢ao indol
que demonstraram uma energia de correlagdo superior as demais. No momento, tais cumarinas
foram submetidas a analise inibitoria enzimatica sobre as proteases cruzaina e TorCATL, bem
como avaliacdo tripanocida in vitro frente as principais formas evolutivas de T. cruzi e T.
brucei, a fim de comprovar a acuracidade dos estudos in silico. Todos os ensaios bioldgicos
estdo sendo realizados na Universidade da California, Escola Skaggs de Farmécia, cuja
supervisdo esta a cargo dos Professores James H. McKerrow e Jair Lage de Siqueira-Neto,
porém os resultados ainda ndo estdo disponiveis.

Apols a realizacdo dos ensaios bioldgicos, o grupo de pesquisa pretende dar
continuidade e realizar, em conjunto, estudos in silico de docking molecular a fim de propor
um mecanismo de acdo para as moléculas mais ativas preparadas nessa segunda etapa do
trabalho, contribuindo, assim, para uma maior elucidacdo das interagcdes entre complexos
molécula-ligante, auxiliando a compreender como as moléculas ativas interagem com os alvos
dos parasitos. Portanto, espera-se que os dados obtidos contribuam no desenvolvimento de
agentes tripanocidas promissores, de modo a contribuir na busca de um tratamento para estas

doencas negligenciadas ameacadoras (doenca de Chagas e tripanossomiase humana africana).
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APENDICE B - Tabela 1A. Todas as proteinas/enzimas de Trypanosoma brucei investigadas

como alvos potenciais para FN-10.

PDB Proteina/Nome do alvo FitScore
3NVL 2,3-Bisphosphoglycerate-Independent Phosphoglycerate Mutase 41.73
4BI19 3-Ketoacyl-CoA Thiolase, Putative 58.49
16PK 3-Phosphoglycerate Kinase 38.37
3EB9 6-Phosphogluconolactonase 50.84
5C5V Acidocalcisomal Pyrophosphatase 35.53
5VN4 Adenine Phosphoribosyltransferase, Putative 71.81
3H9U Adenosylhomocysteinase 72.44
4EFC Adenylosuccinate Lyase 61.54
7DL8 ALBAZ1-Domain Protein 56.90
4EFD Aminopeptidase 21.00
4L.WO Arginine N-Methyltransferase, Putative 50.74
4LNS Asparagine Synthetase A 42.78
4W5K Aspartate Aminotransferase, Mitochondrial 52.99
4115 Class 1 Phosphodiesterase PDEB1 53.09
4HWY Cysteine Peptidase C (CPC) 45.32
4DK2 Deoxyuridine Triphosphatase 54.07
5XFW Dihydroorotate Dehydrogenase (Fumarate) 58.19
2HKE Diphosphomevalonate Decarboxylase, Putative 52.37
6GIM DNA Duplex 76.32
2PTW Enolase 55.65
6R36 Farnesyl Pyrophosphate Synthase 28.67
1F2J Fructose-Bisphosphate Aldolase, Glycosomal 49.33
3DWV Glutathione Peroxidase-Like Protein 83.31
4P8R Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase, Cytosolic 66.22
2VEI Glycosomal Triosephosphate Isomerase 30.98
3060 Heat Shock Protein 83 77.99
6IF4 Histone Acetyltransferase 46.19
6MXC Hypoxanthine-Guanine Phosphoribosyltransferase 57.42
4170 Inosine-Adenosine-Guanosine-Nucleoside Hydrolase 57.08
6IA7 Intraflagellar Transport Protein 22 55.59
3ESF Iron-Containing Superoxide Dismutase B2 47.47
7E3N Isocitrate Dehydrogenase [NADP] 58.77
5NTD Leucyl Aminopeptidase 75.89
5L9A L-Threonine 3-Dehydrogenase 78.75
4AFP Metacaspase Mca2 53.94
4776 Methionyl-Trna Synthetase 68.23
4EUL Mitochondrial Aspartate Aminotransferase 52.35
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2GIA
313G
4FKY
4BP8
1SZR
3JV1
6GMP
6SPT
3CVN
5H2R
1VBJ
1YAR
6GEY
32S7
4KCU
1FX2
3BNW
6FXS
4NLB
7C45
5TVM
3LSS
3G1Q
6LP1
5KLH
1R26
5FUW
6TIM
2WOW
6GXY
4B6M
3M4U
1GY8
4BQH
3GUE

Mitochondrial Rna-Binding Protein 1
N-Acetyltransferase

Nucleoside Diphosphate Kinase

Oligopeptidase B

Ornithine Decarboxylase

P22 Protein

Parvulin 42

Peroxin 14

Peroxisome Targeting Signal 1 Receptor
Phosphodiesterase

Prostaglandin F2z, Synthase

Proteasome Alpha Subunit

Pteridine Reductase

Pyridoxal Kinase

Pyruvate Kinase 1

Receptor-Type Adenylate Cyclase Gresag 4.1
Riboflavin Kinase, Putative

Ribose 5-Phosphate Isomerase, Putative
Ribosomal RNA Processing Protein 6

RNAse D Complex with RNA U12
S-Adenosylmethionine Decarboxylase Alpha Chain
Seryl-Trna Synthetase

Sterol 14-Alpha-Demethylase
Succinyl-CoA:3-Ketoacid-Coenzyme A Transferase
Surface Glycoprotein

Thioredoxin

Thymdine Kinase

Triosephosphate Isomerase

Trypanothione Reductase

Tryparedoxin

Tubulin-Specific Chaperone, Putative

Tyrosine Specific Protein Phosphatase, Putative
UDP-Galactose 4-Epimerase
UDP-N-Acetylglucosamine Pyrophosphorylase
UTP-Glucose-1-Phosphate Uridylyltransferase 2

35.93
56.83
74.35
47.45
47.79
44.26
47.02
64.39
27.49
69.17
85.80
66.87
65.26
41.16
50.32
62.14
46.27
57.86
59.46
42.13
60.84
58.31
76.90
53.01
48.77
60.95
68.69
59.97
67.44
64.91
54.86
36.76
64.69
50.79
62.07
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Coumarin-based derivatives targeting
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The protozoa, Trypanosoma cruzi (etiological agent of Chagas diseases — also named American trypa-
nosomiasis) and T. brucel (causative agent of human African trypanosomiasis — HAT), negatively impact
public health, being endemic in several countries and leading to thousands of deaths per year. Moreover,
the pharmacological treatment of diseases has several limitations, such as parasitic resistance and several
side effects in patients, which decrease therapeutic adherence. Two cysteine proteases, cruzain (CRZ)
from T. cruzi and a cathepsin L-lke enzyme (ThrCATL) from T. brucel, are considered promising targets
of these protozoa since they are responsible for many key bioclogical processes in their life cycles.
Coumarin analogs have been reported in diverse studies targeting the development of trypanocidal
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Abstract: Neglected tropical diseases (MTDs) are a global public health problem sssocizsted with
approximately 20 conditions. Among these, Chagas disease (CD), camsed by Trpanesoma oruzi,
and human African trypanosomizsis (HAT), caused by IT brucei pambienze or I Brucer
rhodesiense, affect mamly the populations of the countries from the American continent and sub-
Saharan Africa Phammacological therapies used for such illnesses are not yet fully effective. In this
context, the search for new therapeutic altemnatives against these diseases becomes necessary. A
dmg design tool, recently recognized for its effactivensss in obtaining ligands capable of modulat-
ing mmltiple targets for complex diseases, concems maolecnlar hybridization. Therefore, this review
aims to demonstrate the importance of applying molecular hybridization i facing the challenges of
developing prototypes as candidates for the trestment of parasitic diseases. Therefore, studies in-
wolving different chemical classes that investzated and used hybrid compounds in recent years
were compiled in this work, such as thiszolidinones, naphthoquinones, quinolines, and others. Fi-
nally, this review covers several applications ofithe explomtion of molecalar hybridization as a po-
tent strategy in the development of molecules potentislly scfive against trypanosomiases, in order to
provide information that can help in desizning new dmes with oypanocidal activiry.

Keywords: Neglacted tropical dizeases, Chagas disease, buman African frypanosomuasis, molecular hybndization, rational

dmg design rypanecidal activity.

LINTRODUCTION

Weglected tropical diseases (WNTDs) arezepresented by'a
zroup of pathologies responsible for causing morbidity, and
mortality worldwide, which commonly affect the poorest
and most marginalized populations [1]. The Weorld Health
Orgamzation (WHO) cwrently recogmizes 20 condifions as
NTD:= [2]. It 15 estunated that NTDs affect about 2 belhon

nral eommumities, where approxomately 55 million people
are at risk of contracting it [4].

The chnical treatment of CD 15 performed with onlv two
dmg=, benzmdazole (1) and mifirtimex (1) (Fig. 1), which
have proven efficacy only in the acute phase of the diseaze
[6]. On the other hand, the treatment of HAT consists of five
dmg= being pentamidine (3) and swamin (4) used in the
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Abstract: Cancer represents the main cause of morbidity and mortality worldwide, constituting a
serious health problem. In this context, melanoma represents the most aggressive and fatal type of

ckin rancer with death rates increasine averv vear Scientific afforts have heen addresead o the deval-
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Abstract

In general, a cancerous process starts from uncontrolled cell growth, apoptosis, and rapid
proliferation of cellular clones, as well as, reactive oxygen species (ROS) and imbalance of ROS-
antioxidant production also could be involved in the genesis of the disease. Cancer has accounted for
millions of deaths worldwide every year, representing a relevant threat to human lives. In this context,
malignant melanoma represents the most aggressive and deadliest type of cancer, leading to
increased rates of patient deaths. Natural active compounds have demonstrated their
pharmacclogical benefits in several different studies. Among these compounds, coumarin analogs
have demonstrated promising biological profiles, considering their efficacy and low toxicity. In this
context, this phytochemical oxygenated core has been broadly investigated since it presents several
biological properties of interest in the medicinal field. Herein, we reported a complete compilation of
studies focused on natural coumarins against melanoma, as well as, tyrosinase since it is a cooper-
catalyzed oxidase that performs an essential role during melanogenesis (Eu-melanins and Pheo-
melanins), which is associated with melanoma. Thus, three different subclasses of natural coumarin

' i (I ' . ' r '
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ANEXO A - Caracterizacao estrutural dos compostos sintetizados

Espectro de RMN de H do Acido 5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN22)

| \ /ﬂ OCH; o]
= OH
‘ ‘ J H;CO 0~ 0
| » M JAN22
T T T T T
0 7.5 7.0 [ pm
I ,
B WE P
4.‘\'! 3.5 3.‘!’ 2.5 ppm DMSO
\_ N D | e
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 pPpm

IERI® & - aa )
SFL= @ o 2N SR
se8ns 2 = 88 7R
NV [ \/ V
DMSO
OCH; O
N OH
H;CO 0" o
2
Lo, " l St
i' T WI [ A
) T T T T T T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

105



Espectro de RMN de *H do Acido 7-metoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN27)
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Espectro de RMN de *H Acido 6,8-dicloro-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN21)
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Espectro de RMN de *H do Acido 6-iodo-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (JAN30)
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Cromatograma de HPLC de 2-Oxo-N-fenil-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN10)
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(JAN54)

110



maU Max Intensity : 1,636,866
1700Extract-305nm,4nm (1.00}

00.000f

16004

15004

1400

13004

1200+

1100

1000

S004

200

7004

8004

500

4004

3004

200

1004

Cromatograma de HPLC de N-Benzil-5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxamida
(JAN24)
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Espectro de RMN de *H N-Benzil-5,7-dimetoxi-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN24)
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Cromatograma de HPLC do 5,7-Dimetoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANS3)
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Espectro de RMN de *H do 5,7-Dimetoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
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Espectro de RMN de *3C do 5,7-Dimetoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANS3)
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Cromatograma de HPLC de N-(2-(1H-Indol-3-il)etil)-5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-

mAU

carboxamida (JAN56)
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Espectro de RMN de *H do N-(2-(1H-Indol-3-il)etil)-5,7-dimetoxi-2-ox0-2H-cromeno-3-

carboxamida (JAN56)

114



L8486

- NH
A VA OCH; [¢]
S A 1y
‘ ‘ HyCO 0" o JANS6
8.8 pem “ l
A
SN o »uuuu _'L.J .M‘h U 40 3.8 ‘pprr
DMSO i
e . W
- T T _ p.
10.85 ppm 2.0 7. PEm J
L Ll . . L; “JJJ JI, LA_
e
2.0 ppm
T T T T T T T T T T T
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

g CURCE CLCIE

Espectro de RMN de *3C do N-(2-(1H-Indol-3-il)etil)-5,7-dimetoxi-2-oxo0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN56)
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Cromatograma de HPLC do N-Benzil-7-metoxi-2-0xo0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN46)
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Espectro de RMN de *3C do N-Benzil-7-metoxi-2-0xo0-2H-cromeno-3-carboxamida (JAN46)
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Cromatograma de HPLC do 7-Metoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
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Espectro de RMN de H do 7-Metoxi-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANS0)
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Cromatograma de HPLC do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-metoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN58)
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Espectro de RMN de *H do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-metoxi-2-ox0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN58)
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Espectro de RMN de *C do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-metoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN58)
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Cromatograma de HPLC do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-iodo-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN59)
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Espectro de RMN de *H do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6-iodo-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxamida (JAN59)
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Cromatograma de HPLC do 6-iodo-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANG0O)
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Espectro de RMN de *H do 6-iodo-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANGO)
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Espectro de RMN de *C do 6-iodo-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANGO)
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Espectro de RMN de *H do N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-6,8-dicloro-2-oxo-2H-cromeno-3-
carboxamida (JANG62)
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carboxamida (JANG62)
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Cromatograma de HPLC do 6,8-dicloro-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANG3)
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Espectro de RMN de *H do 6,8-dicloro-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANG3)
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Espectro de RMN de *C do 6,8-dicloro-3-(4-fenilpiperazina-1-carbonil)-2H-cromen-2-ona
(JANG3)
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