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RESUMO

A Leishmaniose, em suas diferentes formas clinicas, consiste em uma doenca
tropical negligenciada, causada por diversas espécies do protozoario do género
Leishmania. Com alta incidéncia mundial, atinge principalmente paises em
desenvolvimento e é considerada um problema de saude publica em Minas Gerais e
em todo o Brasil, por apresentar um alto grau de morbidade e mortalidade além de
um escasso arsenal terapéutico. Os parasitos da espécie Leishmania possuem
enzimas essenciais ao crescimento e a viabilidade celular que podem ser
investigados como alvo de novos farmacos. Neste sentido, o seguinte estudo buscou
analisar uma série de moléculas que apresentem um perfil de afinidade em alvos
moleculares relacionados a Leishmaniose, utilizando ferramentas da Modelagem
Molecular, bem como o planejamento e sintese de substancias inéditas candidatas a
farmacos leishmanicidas. Os éteres oximicos, classe de substancias estudadas,
foram escolhidos com base no fato de derivados oximicos possuirem diversas
atividades bioldgicas conhecidas (inclusive protozoicida), assim como o material de
partida Safrol, que possui acdo antifungica. Por meio dos estudos de Modelagem
Molecular, foi possivel avaliar os perfis de afinidade entre as substancias propostas
com alvos biolégicos selecionados: a CRK3 e rCPB2.8 de Leishmania que vem
sendo bastante discutidas como essenciais para a viabilidade celular do parasito. As
enzimas foram previstas pela técnica de modelagem molecular por homologia
utilizando um template e multiplos templates, respectivamente, devido a auséncia de
uma estrutura cristalografica desta proteina em banco de dados. O estudo permitiu
verificar que as moléculas propostas apresentaram um perfil de afinidade pelas
enzima de estudo. Trés derivados oximicos (MS-05i, MS-05a e MS-05f)
apresentaram alta afinidade pela enzima CRK3, maior que o farmaco Pentamidina
utilizado atualmente no tratamento da doenca. No caso da enzima rCPB2.8, os
ligantes que portavam atomos bastante eletronegativos (MS-05b e MS-05Q)
apresentaram alta afinidade pelos aminoacidos do sitio catalitico, além das
distancias atbmicas entre o ligante e os residuos do sitio ativo da enzima sugerirem
uma possivel ligacdo covalente, que seria essencial para atividade inibitoria
enzimatica. Os resultados dos estudos computacionais corroboraram a sintese
guimica da série de éteres oximicos derivados do Safrol, contendo como

substituintes grupamentos doadores e retiradores de elétrons e de diferentes



eletronegatividade e volume, levando-se em consideracdo o planejamento de uma
rota sintética simples e reprodutivel. A série de derivados foi obtida com rendimentos
reacionais satistatérios e suas estruturas foram elucidadas utilizando ferramentas
espectroscopicas. A série de moleculas derivadas do Safrol serdo avaliadas

farmacologicamente em projeto complementar.

Palavras-chave: Leishmaniose. Modelagem molecular. Eteres oximicos. Safrol.



ABSTRACT

Leishmaniasis, in different clinical forms, consists of a neglected tropical disease,
caused by several species of the protozoan of the genus Leishmania. With a high
worldwide incidence, it affects mainly developing countries and is considered a public
health problem in Minas Gerais and throughout Brazil, as it has a high degree of
morbidity and mortality in addition to a scarce therapeutic arsenal. There are
enzymes essential for cell growth and viability of Leishmania that are investigated as
targets for new drugs. In this sense, the following study sought to analyze a series of
bioactive molecules that have an affinity profile in molecular targets related to
Leishmaniasis, using Molecular Modeling and Bioinformatics tools, as well as the
planning and synthesis of novel substances that are candidates for leishmanicidal
drugs. The oxime ethers, class of substances studied, was chosen based on the fact
that oximic derivatives have several known biological activities (including
protozoicide), as well as the starting material (safrol), which has antifungal action, to
be easily acquired commercially. With the aid of Molecular Modeling studies, it was
possible to evaluate the affinity profiles between the proposed substances with
selected biological targets, among them CRK3 and rCPB2.8 from Leishmania, which
have been widely discussed as essential for the parasite's cell viability. The enzymes
were predicted by the homology modeling technique using one model and multiple
models, respectively, due to the absence of a crystallographic structure of this protein
in the database. In order to obtain these new chemical substances, the planning of a
simple and reproducible synthetic route was considered. A series of oxime ethers
derived from safrol was obtained, bearing different substituents at the para-
disubstituted ring moiety were investigated, varying the substituents with electron
donating groups as well as electron withdrawing groups of different electronegativity.
The new substances were structurally elucidated using spectroscopic tools. The
study allowed to verify that the proposed molecules had an affinity profile for the
study enzyme. Three oxy-chemical derivatives (MS-05i, MS-05a and MS-05f)
showed high affinity for the CRK3 enzyme, higher than the drug Pentamidine used
currently to treat the disease. In the case of the rCPB2.8 enzyme, the ligands that
carried very electronegative atoms (MS-05b and MS-05g) showed high affinity
between the catalytic site amino acids, in addition to the atomic distances between

the ligand and residues of the enzyme active site possible covalent bond, which



would be essential for enzyme inhibitory activity.

Key-words: Leishmaniasis. Molecular Modeling. Safrol. Oxymic ethers.
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1 INTRODUCAO

Leishmaniose € uma doenca que afeta mais de 12 milh6es de pessoas em
todo o mundo, com outros 350 milhdes em risco de infeccdo pelo parasita do
género e quase 2 milhdes de novos casos relatados anualmente (WHO, 2016).
Trata-se de uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Leishmania e transmitida por meio de picada pela fémea do inseto do género
Lutzomyia e Plebotomus, podendo se apresentar de trés formas principais,
visceral, cutanea e mucocutanea (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Considerada
uma doenca negligenciada, ela afeta populagcdes mais pobres e associadas
diretamente a desnutricdo, moradia precaria, sistema imunologico debilitado e falta
de recursos financeiros (WHO, 2018).

Em 2018 a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) apresentou uma
pesquisa a respeito dos cenarios da Leishmaniose Visceral no Brasil, no qual
relatou o nimero de novos casos por estado no pais. Nele, foi relatado que o
estado de Minas Gerais é 0 segundo estado em que os casos da doenca mais

aumentaram em 2016, conforme demonstra a Figura 1 (SVS/MS, 2018).

Figura 1 - Gréafico do numero de casos novos de Leishmaniose Visceral por
estado no Brasil no ano de 2016.
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Além disso, durante os anos de 2000 e 2011, apenas 4% dos farmacos
aprovados, dentre eles 1% novos, referiam-se ao tratamento de doencas
negligenciadas, muito devido a diminuicdo do financiamento pela industria e
diversos outros 6rgdos no desenvolvimento de tais produtos (PEDRIQUE et al.,
2013).

A doenca ainda conta com um tratamento problematico, com um arsenal
terapéutico disponivel limitado e pouco acessivel, se tratando de medicamentos
caros e bastante téxicos (WHO, 2010). Dados como esse tornam o presente
estudo totalmente necessario na busca de novos agentes leishmanicidas.

Alguns novos potenciais alvos moleculares para o desenvolvimento de
farmacos antiparasitarios estdo sendo descritos na literatura (DAS et al., 2013)
como a tripanotiona redutase (TR), a enzima oligopeptidase B (OPB) e inibidores
de DNA topoisomerases por exemplo. Neste sentido, a identificacédo de diferencas-
chave entre o metabolismo do hospedeiro e do parasita & de grande importancia
para o desenvolvimento de novos compostos com a atividade farmacologica
desejada (MICHELETTI; BEATRIZ, 2012).

Estudos tém demonstrado que a enzima rCPB2.8 é essencial para a
viruléncia e sobrevivéncia do parasito da espécie Leishmania e o entendimento do
mecanismo de sua inibicdo e entidades quimicas que interagem com sitio ativo da
enzima faz dela um alvo potencial a ser explorado (AZIZI et al., 2009), nao
diferente, inibidores da atividade da CRK3 se mostram possiveis alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas, entre os inibidores da
proteina quinase se destacam os inibidores ATP-competidores (PEREIRA;
MENDES; LIMA, 2013; WYATT et al., 2011). No caso da CRK3 os inibidores ATP-
competitivos tem uma importante funcdo na descoberta de novas moléculas uma
vez que esta relacionado diretamente ao sitio ativo enzimatico dessa proteina na
Leishmania, nela as reacdes enzimaticas da proteina séo catalisadas pela
transferéncia do grupo fosfato do ATP para um grupo hidroxila da cadeia lateral de
aminoéacidos na proteina (PEREIRA et al., 2003; COELHO et al., 2017).

Foi pensando em um composto inicial para fins de interagdo molecular que
veio a ideia do uso do Safrol (4-alil-1,2-metilenodioxibenzeno), alilbenzeno natural
considerado como produto de partida para a nova série proposta de éteres
oximicos, o qual possui distribuicio ampla no reino vegetal, portando um

importante éter fendlico encontrado em 6leos essenciais extraidos de plantas
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como o Sassafras (Ocotea sp.), da Canela-de-sassafras (Ocotea pretiosa Mez) e
da Pimenta longa (Piper hispidinervum) (COSTA, 2009). Pouco estudado para este
fim, a ideia de produzir novos compostos a partir dele pareceu promissora.

A escolha de produtos naturais como alternativa para o desenvolvimento de
novos farmacos evidencia uma boa proposta de estudo ja de inicio, pelo fato de
possuirem numerosos beneficios e atividades bioldgicas quando isoladas
(NEWMAN; CRAGG, 2016). Ligado a essa ideia, sabe-se que as oximas (férmula
geral: RR'C=NOH) e seus derivados (tais como éteres e ésteres de oxima)
também possuem acdes protozoicidas (DIKUSAR et al., 2008).

A sintese desses compostos oriundos do Safrol, atrelada aos estudos de
Modelagem Molecular, que consiste em um conjunto de técnicas para investigacao
das estruturas e das propriedades moleculares por Quimica Computacional, sao
propostas fundamentais no planejamento de compostos bioativos (BARREIRO et al.,
1997), além de poder tracar um paralelo extremamente importante e direto com o

produto de sintese e os alvos selecionados para estudo (CRK3 e rCPB2.8).
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2 REFERENCIAL TEORICO

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

2.1 LEISHMANIOSE

A doenca causada por diversas espécies de protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ANVERSA et al.,
2018) corresponde a uma antropozoonose ou doenca tropical que pode se
manifestar de diferentes modos, sendo as formas clinicas cutdnea, mucocutanea e
visceral as mais comuns, podendo ser a Ultima forma potencialmente fatal (WHO,
2010).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) do tipo cutanea é a forma
mais comum da doenca, caracterizada, principalmente, pela aparicdo de Ulceras
cronicas pela pele, que se localizam com maior frequéncia nas areas expostas do
corpo (WHO, 2017). A forma mucocutanea da LTA caracteriza-se pela aparicdo de
Ulceras crbnicas nas mucosas de nariz, boca e garganta. Ja a Leishmaniose
visceral (LV) ou Calazar se manifesta por sintomas como anemia, perda de peso,
aumento de baco e figado, além de episédios irregulares de febre; € a forma mais
grave da doenca e fatal se néo for tratada em 95% dos casos (WHO, 2017).

A identificacdo de parasitas de Leishmania como agentes etiolégicos e
flebotomineos como vetores de transmissdo da leishmaniose teve inicio no
comeco do século XX e a descoberta de novas espécies de Leishmania e
flebotomineos continuou até o século XXI (STEVERDING, 2017).
Aproximadamente 21 das 30 espécies que infectam mamiferos sdo as causadoras

da leishmaniose no homem. Dentre elas podem ser citadas as espécies contidas
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nos complexos mexicana (L. mexicana, L. amazonenses e L. venezuelensis),
donovani (L. donovani e L. chagasi), tropica (L. tropica, L. major e L. aethiopica) e
braziliensis (L. braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis) (CDC, 2013). A
diferenciacao das espécies sé é possivel de ser realizada utilizando-se métodos
moleculares, andlise de isoenzimas ou anticorpos monoclonais, ja que sao
morfologicamente muito parecidas (CDC, 2018).

O género Leishmania compreende protozoarios parasitas heteroxénicos,
gue possuem seu ciclo completo por meio de dois ou mais hospedeiros, sendo o
ciclo da doenca destacado pelas fases do parasita tanto dentro do vetor
transmissor quanto dentro do hospedeiro (FIGURA 2), apresentando sua forma de
vida evolutiva denominada em promastigota, que € a forma flagelada e
extracelular, encontrada vivendo no vetor, e amastigota, responsavel por infectar
as ceélulas mamiferas, sendo ela intracelular e sem movimentos (GONTIJO;
CARVALHO, 2003). O parasita em sua forma promastigota transfere-se para a
corrente sanguinea do hospedeiro, onde sera fagocitado por célula saudavel,
passando para sua forma amastigota. Apds sofrer divisdo binaria, ocorre a lise
celular, liberando na corrente sanguinea sua forma amastigota, infectando outras
células, momento em que o paciente comeca a exibir os sintomas da doenca. A
fémea do flobotomineo por sua vez, ingere o sangue contaminado com o0s
parasitas e, dentro do mosquito, sdo transformados de amastigotas para
promastigotas, infectando futuramente novos hospedeiros, completando o ciclo
(NASCIMENTO-JUNIOR; BLANCO, 2017).
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Figura 2 - Ciclo de vida da Leishmania.
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O ciclo celular da Leishmania tem relacéo intima com os alvos moleculares
em questdo, enquanto as quinases dependentes de ciclina (CRK) possuem uma
variacdo durante o ciclo celular em ambas as formas, tanto promastigotas quanto
amastigotas, com atividade pouco maior na primeira; as cisteino-proteases (CPB)
s&o abundantes principalmente na forma amastigota do parasito (SILVA-LOPEZ,
2010).

Embora haja formas de prevencdo da doenca com base no controle do
mosquito, estas ndo sao efetivas e a quimioterapia se torna 0 método mais eficaz
para tratamento da doenca (BASTOS et al., 2016). Entre os farmacos disponiveis
para o tratamento da leishmaniose estdo o0s Antimoniais Pentavalentes
(Antimoniato de Meglumina e Estiboglucanato de Sdédio), Anfotericina B,

Pentamidina, Paromomicina e Miltefosina (FIGURA 3).
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Figura 3 - Estrutura dos farmacos utilizados atualmente no tratamento da
Leishmaniose.

OH

HO. ~0H

HO

OH

Antimoniato de Meglumina Estibogluconato de sédio

O~ A°
NH NH
Pentamidina
H;N OH
HO
Anfotericina B HO
HO OH;M

0 0
L4

<

Mt P . 5 HZN\““‘_ 3 " NH,
g T HO -0, 3
HO,.f_f“

Miltefosina

Paromomicina

Fonte: NASCIMENTO-JUNIOR e BLANCO (2017).

Dentre os farmacos de primeira escolha e mais utilizados, estdo os
Antimoniais Pentavalente (1 e 2) com alta taxa de eficacia (cerca de 90% de cura)
e o0s de segunda escolha a Anfotericina B (3), Pentamidina (4), Miltefosina (5) e
Paromicina (6) (BASTOS et al.,, 2016). No entanto, essa taxa de eficacia vem
atrelada diretamente a alta toxicidade e outros danos causados pelo uso desses
medicamentos (NASCIMENTO-JUNIOR; BLANCO, 2017).

Hipoteses vém sendo descritas quanto a relacdo estrutura x atividade e
mecanismo de acdo dos farmacos citados acima; com relagcdo aos antimoniais
pentavalentes acredita-se que possa ocorrer por mecanismos de oxirreducdo do
Sb(V) gerando Sb(lll), toxicos ao parasito ou até mesmo a formagédo de complexos
entre o Sb(V) com alguns de seus nucleotideos inibindo-o, ou com

glicoconjugados diminuindo a viruléncia do parasito (CHAI et al.,, 2005;
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DEMICHELI et al., 2002).

Ja a Anfotericina B, inicialmente desenvolvida como antifingico, que possui
a peculiaridade de obter duas subunidades distintas sendo uma hidrofilica e outra
hidrofébica, acredita-se que atuam no ergosterol na membrana celular de células
patogénicas, comuns aos parasitas do género Leishmania, o qual promove
formacdo de poros na membrana gerando um extravasamento do contetdo
intracelular até a morte celular da mesma (CARREIRA; CEREGHETI, 2006;
BOROWSK et al., 1988). AlteracBes quimicas na cadeia do polieno causam perda
de atividade além da ocorréncia de um nitrogénio ionizavel que também tem papel
importante na eficacia da molécula (ROGERS et al., 1997).

A Pentamidina, por sua vez, atua sobre o genoma do parasito e interfere em
processos fisiolégicos e bioquimicos dificultando a replicacdo e transcricao
mitocondial (MISHRA et al., 2007). Escolhida para ser o farmaco de comparacéo
com os estudos realizados tem na sua estrutura dois grupos para-amidinos que,
guando modificados, podem gerar reducdo na atividade antileishmania (BASTOS
et al., 2016). Foi objeto de escolha também por se tratar de um farmaco que age
no DNA do parasito, intimamente relacionado com o alvo CRK3, que possui
relacéo intima com seu ciclo celular (SOARES-BEZERRA et al., 2004) e, quando
da comparacédo em testes de citotoxicidade dos compostos sintetizados poder ser
reprodutivel, ja que os antimoniais se caracterizam como pro-farmacos e 0s
demais, como a Miltefosina, por exemplo, sdo bastante lipossollveis dificultando
tais experimentos. Por apresentar em sua estrutura um éter com substituicdes na
posicao para ao anel aromatico, a Pentamidina se assemelha as substituicdes dos
éteres oximicos estudados, além de ter participado de estudo de triagem prévio na
modelagem, que demonstrou maior afinidade pelos alvos moleculares estudados
guando da comparacédo entre Anfotericina B, Paromomicina e Simataquina.

Estudos sobre a relacdo estrutura x atividade da Pentamidina foram
descritos a partir de comparacfes com analogos gerados e estdo ilustrados na
Figura 4 a seguir (BASTOS et al., 2016):



24

Figura 4 - Relacao estrutura x atividade da Pentamidina.
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2.2 ALVOS MOLECULARES (CRK3 e CPB)

As enzimas sdo alvos biologicos extremamente importantes para o
planejamento de novos farmacos, em razdo do seu papel essencial em vias
bioquimicas associadas a doencas e disfuncbes em humanos. Outros atrativos
sdo a sua facil obtencdo, adequacdo para ensaios biologicos e versatilidade na
aplicacdo de técnicas de planejamento de farmacos baseado na estrutura dos
ligantes e de planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor
(GUIDO, ANDRICOPULO & OLIVA, 2010; SANT'ANNA, 2009).

2.2.1 CRK3

As quinases dependentes de ciclina (CDC) possuem um papel importante
no ciclo celular de eucariontes pois estdo presentes no mecanismo de divisdo
celular, transcricdo, diferenciacdo e apoptose. Toda proteina do tipo quinase
possui um sitio catalitico com uma fenda onda se da a ligacdo da molécula de
ATP, importante para a viabilidade celular e manutencdo do ciclo de vida do
parasito. Quando ocorre uma inibicdo alostérica (outra molécula se liga nesse
sitio) a conformacéo espacial destas enzimas pode ser alterada bloqueando os
sitios de ligacdo da molécula de ATP (SILVA et al., 2009).
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Ha além dos inibidores alostéricos, que competem pelos sitios de ligacdo
do ATP os inibidores ndo-competitivos de quinase, que se ligam a sitios de
substratos proteicos, o que diferenciard serd o local e tipo de ligacdo entre a
proteina e a molécula ligante (SILVA et al., 2009).

A CRK3, uma proteina serina/treonina quinase dependente de ciclina da
familia das CDC isolada em Leishmania, € essencial para a transi¢cao pela fase G2
(fase na qual a célula se prepara para a mitose) a M (mitética), regulando o ciclo
celular do parasito; sua inibig&o leva a morte celular por apoptose (DUNCAN et al.,
2016).

Recentemente, Duncan (2016), demonstrou a importancia da CRK3 em
promastigotas de Leishmania, quando da delecdo da proteina resultou em uma
parada de crescimento nas fases G2 e M do ciclo celular. Confirmando-se assim a
CRK3 como um alvo terapéutico util e como uma ferramenta valiosa para a analise
de genes essenciais em Leishmania no estudo de novos farmacos (DUNCAN et
al., 2016).

2.2.2CPB2.8

As cisteino-proteases foram as primeiras e principais proteases relatadas
na atividade de promastigotas dos parasitos da Leishmania (PUPKINS; COOMBS,
1984). Sua classificacdo se da devido a caracteristica do seu sitio catalitico, que
se refere aos trés principais tipos de peptidases: as serino-proteases, cisteino-
proteases e aspartico-proteases que possuem, respectivamente, residuo de
aminodcido serina, cisteina e acido aspartico no sitio ativo, envolvidos diretamente
na catalise enzimatica. Existem ainda as metaloproteases que utilizam um ion
metalico para atividade catalitica (SILVA-LOPES, 2010).

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

MOTTRAM et al., 1997). Além disso sdo atualmente a classe de proteinas com
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mais relatos de atividades como fatores de viruléncia em espécies de Leishmania,
consideradas importantes fatores de alteragéo na sinalizacdo de macréfagos.

De todas as CPs distintas destes parasitos, trés delas foram bem estudas,
sendo duas do tipo catepsina L (CPA e CPB) e uma do tipo catepsina B (CPC).
Sabe-se que a atividade mais elevada de CPs de L. amazonensis ocorre em
amastigotas mais do que em promastigotas, e que existe uma correlacao entre os
niveis de expressdo de CPs e infecciosidade dos parasitos, realcando assim o
potencial que estas proteinases tém para influenciar o resultado da infeccéo
(SILVA-LOPEZ, 2010).

2.3 SAFROL

Estudos em 1999 ja relatavam compostos sintetizados a partir do Safrol
com atividades analgésica, antiinflamatéria e antitrombaotica. Outras também ja
descritas na literatura foram antiofidica, anti-inflamatdrias, anticancerigena e
antiparasitaria (COSTA, 2009; BARREIRO; FRAGA, 1999).

Neste sentido ele tem sido utilizado na preparacéo de diversos grupos de
produtos naturais biologicamente ativos, bem como substancias sintéticas
originarias de programas de desenvolvimento planejado de farmacos (COSTA,
2009).

Figura 5 - Formula estrutural do Safrol.

O =
O
Fonte: da autora.

Resultados de estudos recentes a partir de produtos naturais tém mostrado
gue oleos essenciais ricos em Safrol, possui acao contra as formas promastigotas
da espécie Leishmania amazonenses (ALCOBA, 2017; MONZOTE, 2010). No
entanto ndo ha estudos o suficiente a respeito do Safrol como substancia de

interesse para desenvolvimento de protétipos leishmanicidas, se fazendo
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necessario a atual pesquisa.

2.4 OXIMAS

As oximas correspondem a uma classe de substancias de formula
molecular geral RR’'C=NOH, que pode existir na forma dos isémeros E/Z. Sao
chamadas de aldoximas quando R ou R’ € um hidrogénio, e de cetoximas quando
ambos substituintes sdo grupos alquila. Além disso, quando os dois grupos R séo
metilas, recebe o nome de dimetilglioxima (FIGURA 6) (ARAUJO; GONSALVES,
2015).

Figura 6 - Estrutura quimica das oximas e seus nomes correspondentes.

HO HO HO W,
b | ’HnIN J\
/k H )\ R Rz Ry
dimetilglioxima aldoxima cetoxima

Fonte: ARAUJO; GONSALVES (2015).

O termo “oxima”, surgiu como uma juncéo de “oxigénio” e “imina” (ARAUJO;
GONSALVES, 2015). Plantas, mamiferos, organismos marinhos e diversos tipos
de microorganismos sao alguns exemplos nos quais se encontram substancias
com o grupamento oxima em sua forma (ASHANI; SILMAN, 2010). Um exemplo
de sua acao ocorre nas plantas, onde atuam na defesa e/ou comunicagéo, sendo
produtos finais ou intermediarios da sintese de alguns metabolitos (SGRENSEN;
NEILSON; M@LLER, 2018).

A sintese dessa classe de substancias se da a partir de aldeidos, cetonas,
olefinas, aminas, nitro compostos, nitritos e substancias contendo hidrogénios a-
carbonila, sendo a reacdo de adicao de hidroxilamina (NH2-OH) aos dois primeiros
grupos funcionais aqui citados as mais comuns. Além de poderem ser precursoras
para grupos nitrogenados como amidas, nitrilas, aminas, dentre outros (ARAUJO;
GONSALVES, 2015).
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Figura 7 — Representacdo de cetonas ou aldeidos com hidroxilamina para formagéo

de oximas.
o OH N“"OH
Ve a
J\f NH,OH NHOH H,0 R - radical alquila
R™ "R' R™ "R R™ "R R' - radical alquila ou hidrogénio

Fonte: SOLOMONS; FRYHLE (20009).

As oximas e seus derivados (por exemplo, éteres e ésteres de oxima)
apresentam inUmeras atividades bioldgicas, tais como inseticida, fungicida,
pesticida, herbicida, vasorrelaxante, antiespasmodica, sedativa, antidepressiva,
tranquilizante, anticonvulsivante, analgésica, anti-inflamatoria, citotoxica,
anticancerigena, antiviral, bactericida e protozoicida (MIKHALEVA; ZAITSEV;
TROFIMOV, 2006). Ligado a isso, estdo intimamente relacionadas no
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos e na pesquisa de novas
compostos ativos frente a doencas.

A pralidoxima (usada no tratamento de intoxicacao por organofosforados) e
a fluvoxamina (antidepressivo) sdo exemplos de medicamentos usados
atualmente com esse grupo funcional (FIGURA 8). Este ultimo € um bom exemplo
de como os isbmeros E/Z de oximas possuem atividade biologica diferente, ja que
somente o isébmero E, neste caso, possui acdo farmacoldgica (ARAUJO;
GONSALVES, 2015).

Figura 8 - Estruturas quimicas de farmacos contendo o0 grupo oxima
(pralidoxima) e éter de oxima (fluvoxamina).

| _‘\ HN,DH E
P )
Pralidoxima Fluvoxamina
Antidoto Antidepressivo

Fonte: ARAUJO; GONSALVES (2015).

Surwase (2019) recentemente publicou um estudo em que obteve

derivados oximicos como potente agente leishmanicida com padrdes estruturais
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semelhantes aos éteres oximicos estudados (FIGURA 9).

Figura 9 - Estrutura da série de derivados oximicos com atividade
leishmanicida.

Fonte: SURWASE (2019).

Levando em contra os diferentes tipos de atividade biologica que as oximas
e derivados oximicos podem apresentar, inclusive protozoicida, essas substancias
se apresentam como uma boa escolha para o desenvolvimento de novos

candidatos a farmacos, dentre eles os leishmanicidas.

2.5 PLANEJAMENTO RACIONAL

O planejamento racional de farmacos consiste em estratégias modernas de
planejamento que se fundamentam no conhecimento da fisiopatologia das
doencas, no estudo de vias bioquimicas e na selecdo de alvos moleculares. O
conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de complexos do tipo
ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos,
explorando propriedades e caracteristicas de séries de ligantes bioativos (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Reconhecendo o0s avancos alcancados nas diversas areas do
conhecimento, a procura de novos farmacos vem crescendo e sendo estimulada
pela Quimica Medicinal, que se dedica a estudar as raz6es moleculares da acgéo
dos farmacos, a relacdo entre estrutura quimica e atividade farmacologica,

incluindo o planejamento racional e o desenho estrutural de novas substancias
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que possuam propriedades farmacologicamente uteis (BARREIRO; FRAGA,
2001).

No ambito da Modelagem Molecular duas estratégias podem ser utilizadas.
A primeira consiste na analise das propriedades tridimensionais do receptor. A
segunda € baseada na andlise comparativa das propriedades estruturais de
moléculas conhecidas (SANT'ANNA, 2009). Ja com relacdo as estratégias de
modificacdo molecular estdo o bioisosterismo, hibridizacdo e simplificacao
molecular, que correspondem as distintas transformac¢des na alteracdo de grupos
funcionais por outros com propriedades fisico-quimicas semelhantes; associacao
de dois padrdes moleculares com atividades bioldgicas distintas e reducdo da
estrutura quimica sem interferir na atividade, respectivamente; todas a fim de
facilitar e melhorar os perfis farmacocinético e farmacodindmicos de novas
estruturas a serem elucidadas (BARREIRO, 2002; BARREIRO; FRAGA, 2008)

A interacdo entre essas duas areas, a sintese, trazendo a caracterizagéo
estrutural dos compostos, o cumprimento de diferentes etapas até a modelagem
molecular, compreendendo as interacdes entre substancias e receptores, 0s
estudos in silico, tornam-se pilares para um planejamento coeso e um estudo das
relacbes entre estrutura quimica e atividade biologica, gerando resultados mais
eficazes e produtivos (BARREIRO; FRAGA, 2001).

2.6 MODELAGEM COMPUTACIONAL

O planejamento racional baseado na estrutura e em seu mecanismo de
acao tem se tratado de um campo promissor nos dias de hoje, se tratando de uma
estratégia eficiente no desenvolvimento de novos farmacos. Pensando nisso, 0s
estudos de modelagem computacional apresentam ferramentas capazes de
simular com bastante eficacia a interacdo entre um composto de baixo peso
molecular e uma macromolécula (MARSHALL, 2005). Baseadas nas interacfes
intermoleculares (dipolo-dipolo, ion-ion, ligacbes de hidrogénio e forcas de
dispersdo) entre a proteina e os ligantes de interesse, é possivel obter um
resultado da relacdo quantitativa da estrutura e sua atividade enzimética
(SANT'ANNA, 2009).

O primeiro passo € a obtencdo de uma estrutura proteica tridimensional

representativa do alvo de interesse, de forma que se ela nao estiver resolvida em
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um banco de dados, ocorra a possibilidade da geragcédo de um modelo equivalente
por meio da Modelagem Molecular por Homologia, respeitando as regides
semelhantes entre seus residuos de aminodcidos e conservando suas
conformagdes internas. A estrutura tridimensional dos alvos moleculares pode ser
obtida por cristalografia de raio X, ressonancia magnética nuclear, e s&o
depositadas em bancos de dados, como por exemplo o PDB (Protein Data
Banking).

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

Uma vez obtido seu modelo do alvo de interesse, ela esta habil a ser
utilizada para a realizacao de estudos in silico. As proteinas de interesse utilizadas
para a realizacdo dos estudos de modelagem foram selecionadas buscando-se
encontrar alvos moleculares que interajam de forma satisfatéria com a série de
moléculas propostas neste estudo, buscando assim obter uma relacdo da
estrutura x atividade destes para a otimizacdo e desenvolvimento de protétipos a
inibidores mais efetivos e que sejam seletivos a enzima de Leishmania em relagéo
as enzimas analogas presentes em humano, por meio de estudo de residuos
presentes apenas ha enzima do parasito.

Os ligantes desenhados com base nas moléculas de interesse também
devem ser avaliados partindo-se dos seguintes critérios: peso molecular inferior a
500; lipofilicidade das substancias, expressa como log P (coeficiente de particdo
agual/octanol), inferior a 5; numero de grupos na molécula que podem doar &tomos
de hidrogénio para interagces de hidrogénio inferior a 5 e numero de grupos que
podem aceitar atomos de hidrogénio para formar interacfes de hidrogénio inferior
a 10 (LIPINSKI, 2004).
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O docking molecular realizado posteriormente, envolve métodos que
abordam uma funcéo de energia contendo parametros eletrostaticos, ligacdes de
hidrogénio e van der Waals, além de hidrofébicos muitas das vezes. O resultado
da analise € a geracdo de modelos matematicos que predizem as melhores
orientacdes do ligante com o alvo, por meio de uma série de scores de energia.
Para a eleicdo dos melhores resultados obtidos na simulagdo de ancoramento
molecular para cada proteina foi utilizado o parametro GlideScore como forma de
guantificar a grandeza da interacao ligante/receptor. O GlideScore é uma funcao
de pontuacdao empirica que se aproxima da energia livre de ligacao do ligante. O
uso do GlideScore é recomendado para classificar poses de diferentes ligantes,
possibilitando comparar a afinidade de cada ligante com a enzima (FRIESNER et
al., 2004; SCHRODINGER, 2019).

2.6.1 Modelagem Molecular por Homologia e validacao

As proteinas correspondem a um dos principais tipos de substancias
analisadas quando do estudo da interacdo entre moléculas ligantes com um alvo.
Composta a partir de uma estrutura primaria, que corresponde a sequéncia de
aminoacidos que a constitui, essa proteina pode muitas vezes ndo ter a sua
estrutura secundaria resolvida em banco de dados para estudos mais complexos.
Dai a necessidade de técnicas como a modelagem por homologia, que determina
a partir de uma comparacdo com outras proteinas provenientes na maioria das
vezes de um ancestral comum e, que envolve o alinhamento dessas sequencias,
fornecendo um modelo 3D util para uma proteina-alvo que esta relacionada a pelo
menos uma estrutura de proteina conhecida (OLIVEIRA, 2018).

A modelagem molecular por homologia consiste em etapas sequenciais que
correspondem a procura de proteinas com estruturas 3D conhecidas e
relacionadas ao alvo, a escolha das mesmas, seu alinhamento com a sequencia
de interesse e por fim a construcdo de um novo modelo por meio desse
alinhamento (FISER; SALI, 2003).

Existem atualmente quantidade variavel de softwares, dentre eles
programas e servidores online, que executam esse processo como por exemplo o
SWISS-PROT e ModWeb. O Modeller escolhido para o estudo, consiste num

programa de modelagem estrutural comparativa por satisfagdo de restricbes
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espaciais que realiza alinhamento global, permitindo o alinhamento de mais de um
template com a sequéncia alvo com o objetivo de aumentar a precisdo do modelo
(SALI; BLUNDELL, 1993). O produto de saida do programa é uma proteina 3D
para a sequéncia-alvo contendo todos os atomos da cadeia principal e cadeia
lateral, exceto atomos de hidrogénio. As restricdbes espaciais de distancia e
angulos diedros na sequéncia-alvo sao calculadas por meio do seu alinhamento
com os templates, por meio de analises estatisticas das relacdes de fungcbes de
densidade de probabilidade condicional entre muitos pares de estruturas
homologas (SALI; OVERINGTON, 1994).

Figura 10 - Representacdo resumida das fases da modelagem molecular por
homologia para gerar no fim uma proteina homologa em formato
3D.

: o template SWQTYVDTNLVGTGAVTOA- AT
1. Alinhar sequéncia com estrutura(s)  prorainaaivo S GMNAYIDNLMADGTCOBARIVG

2. Extrair restricbes espaciais

3. Satisfazer as restrigées espaciais

Fonte: Adaptado de FISER; SALI (2003).

Uma vez construido o modelo da sequéncia alvo, vem a necessidade de
avaliar sua qualidade por meio de verificacdes de possiveis erros. Ele pode ser
avaliado como um todo bem como em regides individuais, com base nha
similaridade entre as sequéncias do template e do alvo, observando residuos

importantes em regides da proteina como o sitio ativo e sua conservacao
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(OLIVEIRA, 2018).

A qualidade do template escolhido por meio da modelagem por homologia
depende de diferentes fatores correspondentes a sua organizacdo estrutural,
dentre eles estdo sua qualidade estereoquimica, empacotamento e confiabilidade
do enovelamento (FISER; SALI, 2003).

Sabendo disso a fim de avaliar essas propriedades a estrutura foi analisada
guanto a qualidade estereoquimica dos modelos construidos, a andlise de
parametros como comprimento e angulos entre as ligacdes, além de avaliacdo de
torcbes e quiralidade dos aminoacidos. Valores preestabelecidos ideais fazem
parte de estruturas 3D das proteinas, sendo necessario observar com relacdo aos
valores obtidos a equivaléncia entre o template e o modelo homdlogo obtido,
comparando-o em ambos (HOLTJE et al., 2003).

A comecar pelo PROCHECK, esse software avalia os diversos parametros
estereoquimicos da estrutura, como a determinacdo dos angulos torcionais da
cadeia principal (® e W) e laterais (Chi), maus contatos ou impedimentos
estéricos, planaridade das ligacbes peptidicas, energias das ligacbes de
hidrogénio, geometria tetraédrica das ligacdes de carbono, dentre outros fatores
(LASKOWSKI et al., 1996). Dentre as avaliacbes do PROCHECK esta o “Fator G”
gue faz uma média relativa dos parametros examinados entre as estruturas com
relacdo a qualidade estereoquimica, representando qudo incomum sao tais
propriedades (LASKOWSKI; MACARTHU; MOSS, 1993).

Outro parametro de validacdo corresponde a qualidade dos ambientes
guimicos de cada residuo de aminoéacido, e o software utilizado para esse fim
corresponde ao Verify3D, o qual atribui scores com referéncia a uma analise
envolvendo estruturas de proteinas conhecidas presentes no banco de dados
PDB, avaliando assim a compatibilidade do modelo atémico tridimensional
(EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997). No ProsaWeb, as pontuacfes de qualidade
de uma proteina sdo exibidas comparando-se todas as estruturas proteicas
conhecidas com o atual analisado, e partes problematicas encontradas em uma
estrutura sdo destacadas em graficos (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

2.6.2 Docking Molecular

Estudos computacionais por meio de docking molecular buscam identificar
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a posicdo energicamente favoravel no alvo molecular posicionando pequenas
moléculas em diferentes orientacdes e conformacgdes de acordo com as interacdes
intermoleculares, fornecendo uma resposta que prediz afinidade da molécula pelo
alvo (score). Na descoberta de medicamentos modernos, 0 encaixe entre
proteina-ligante desempenha um papel importante na previsdo da orientacdo do
ligante quando conectado a um receptor, sendo ele uma proteina ou enzima,
usando formas de interacfes eletrostaticas para quantifica-las. A soma de todas
interacbes é aproximada por uma pontuacdo de encaixe que representa a
potencialidade de ligacdo (KROEMER, 2007). Com o passar do tempo o0s
procedimentos de encaixe foram melhorados permitindo a flexibilidade tanto do
receptor quanto do ligante (docking flexivel-flexivel) (PAGADALA; SYED;
TUSZYNSKI, 2017).

O preparo das proteinas aqui € um item importante para a realizacado das
etapas seguintes a da modelagem por homologia, a fim de garantir correcbes
estruturais da estrutura, como por exemplo correcdo dos atomos de hidrogénio,
cadeias laterais incompletas e loops, estados de protonacdo ambiguos e residuos
invertidos (SASTRY et al., 2013). Uma das etapas de preparo é a submissao da
proteina & um campo de forca. Campos de for¢ca correspondem a energia total da
molécula quando descrita em termos de contribuicdes advindas das distorcbes
dos angulos e distancia entre os atomos e suas tor¢cdes, se tratando de uma
interacdo sem ligacao quimica, ou seja, contribui¢cdes de estiramento, deformacao,
torcdo das ligacdes, buscando melhorar a qualidade do resultado quando do
preparo das moléculas estudadas. A forma funcional de cada campo de forca é
um conjunto de termos que descrevem movimentos especificos da molécula
(HINCHLIFFE, 2003).

A validacdo dos protocolos de docking molecular foi realizada por meio do
estudo de reancoramento (Redocking) tentando reproduzir o modo de ligacéo
original presente na estrutura cristalogréafica escolhida, utilizando a proteina alvo ja
preparada e o composto inibidor que se encontra cocristalizado junto a proteina,

gue também foi preparado e minimizado.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo estudar uma série de novos éteres oximicos
sintetizados a partir do safrol, por meio de estratégias da Quimica Medicinal tais
como Sintese Quimica e Modelagem Molecular, visando a obtencdo de novos
protétipos de farmacos leishmanicidas.

Os objetivos especificos do trabalho séo:

a) Realizar o estudo de Modelagem Molecular por Homologia a fim de obter a
estrutura tridimensional da proteina CPB2.8 de Leishmania mexicana.
Estudar, por meio de técnicas como a de Docking Molecular, a avaliacao
dos perfis de afinidade e parametros fisico-quimicos da série de derivados
do safrol, com alvos biolégicos selecionados as enzimas da Leishmania:
CPB2.8 e CRKS;

b) Sintetizar, por meio de estratégias da Sintese Organica, os derivados da
série de éteres oximicos a partir do safrol;

c) Estabelecer uma relacdo entre estrutura quimica e possivel atividade
leishmanicida com base nos resultados dos estudos computacionais das

interacOes das moléculas sintetizadas.
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os éteres oximicos foram selecionados como possiveis candidatos a
protétipos de farmacos leishmanicidas apés uma pesquisa bibliografica do modo
de acdo e caracteristicas estruturais de alvos enzimaticos essenciais para a
sobrevivéncia do parasito do género Leishmania no hospedeiro humano a fim de
se planejar racionalmente as moléculas de interesse com melhor afinidade entre

eles.

Figura 11 - Série de éteres oximicos planejados a partir do Safrol.

R: NOQ‘ CF3, Cl,
CHs, C(CH3)s,
OCHs, Br, F, H.

--- éter oximico

--- anel aromatico para
substituido com grupamento
variavel

--- anel benzodioxola

Safrol MS-05a - MS-05i --- porc3o hidrofilia
Fonte: da autora.

A escolha dos alvos enzimaticos baseou-se em alguns fatores, como a sua
importancia para a viabilidade do parasito; a auséncia de estruturas semelhantes
em humanos, e a semelhanca de grupos funcionais de farmacos conhecidos que
interajam com as classes de enzimas selecionadas.

Sendo entdo a CPB2.8 uma das enzimas utilizadas no trabalho, houve um
estudo sobre as possiveis interacdes entre ela e a série de moléculas propostas.
Com base na literatura foi possivel observar a sua alta afinidade por substratos de
carater basico, caracteristica encontrada nos compostos da série pela presenca
do nitrogénio do éter oximico. Como exemplo, é possivel observar a estrutura do
inibidor cristalizado junto com a cisteino protease do Tripanosoma cruzi, ilustrado
na Figura 12, utilizada como molde nos estudos de modelagem computacional e

gue compartilha do mesmo sitio ativo que a CPB2.8 da Leishmania. Na estrutura,
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os principais aminoécidos do sitio ativo (CYS25 e GLN19) interagem diretamente
com uma nitrila (MOTT et al.,, 2010). Sendo assim, a presenca de grupos
funcionais semelhantes entre os compostos da série e um inibidor conhecido da
cisteino protease da cruzaina de T. cruzi, que possui 60% de identidade com a
enzima CPB2.8, pode ser um indicativo de uma possivel interacdo desejada.

A relacdo estrutura x atividade estabelecida por MOTT (2010) quando
estudou a estrutura do inibidor da CPB e analogos, associou a presenca de
atomos eletronegativos ligados ao anel aromatico a uma melhor atividade, além
disso percebeu que uma porc¢éo hidrofilica, como o grupo etil ligado ao nitrogénio
era bem tolerado. A nitrila teve papel importante na interacao de hidrogénio, o que
traca um paralelo para a semelhangca com o éter oximico estudado, além da
afinidade por porcdes basicas, que é o caso do nitrogénio oximico e a
possibilidade de gerar interacdes de hidrogénio com a cisteina nessa porcao; ha
também a presenca do anel aromatico para-substituido com a&tomos mais e menos
eletronegativos e grupos mais hidrofilicos para fins de comparacoes, além das

metilas geminais que tornam essa porcédo da molécula mais hidrofobica.

Figura 12 - Estrutura molecular do inibidor da enzima cisteino protease
de T. cruzi (PDB 3106).

(i\ GInl19A

Fonte: PROTEIN DATA BANK (2019).

O outro alvo selecionado para a realizacdo dos estudos de modelagem
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molecular com a finalidade de se estabelecer uma comparacdo do modo de
interacdo entre a série e enzimas essenciais para o parasito foi a enzima CRKS,
qgue relata inibidores do dominio intracelular de proteinas quinases conhecidos,

conforme ilustra a Figura 13.

Figura 13 - Inibidores conhecidos de proteinas cinase dependente de ciclina.
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Fonte: BARREIRO; BARBOSA (2018).

7

Nela é possivel observar os grupamentos semelhantes ao da série
proposta, como o grupamento metoxido, a presenca de grupamento basico,
halogénios (Cloro, Flior e Bromo) ligado diretamente a anéis aromaticos,
grupamento éter e retiradores de elétrons como o CF3z; buscando assim a inibi¢cao

da enzima quinase dependente de ciclina presente em espécies de Leishmania
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(CRK3) (BARREIRO; BARBOSA, 2018).

Sabe-se que a estrutura x atividade da enzima CRKS3 estd intimamente
ligada ao sitio ativo que se liga o ATP, por isso a semelhanca entre os anéis
biciclicos nitrogenados. Sendo assim, a enzima possui uma regido onde se ligaria
a adenosina, chamada de hinge (entre os residuos 80-84) possivel de realizar
interacdo de hidrogénio e uma porcdo hidrofobica adjacente, relacionada
diretamente a parte das moléculas em que contém um aromatico ligado
diretamente & atomos eletronegativos (FIGURA 14) (BARREIRO; BARBOSA,
2018).

Figura 14 - Estruturas quimicas de inibidores conhecidos da enzima CRK3 e
suas porcdes que se ligam a aminoacidos nas regides do hinge e
bols&o hidrofobico.
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Fonte: BARREIRO; BARBOSA (2018).

Dai é possivel perceber a semelhangca com a unidade aromatica substituida

em para com grupamento varidvel do éter oximico, buscando a inibicdo da enzima.
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Alteracdes no anel aromatico na posi¢do para ao grupamento carbonila do éter da
série foi proposta para se investigar o perfil de interacdo entre os compostos e a
enzima, além de obter uma relacdo com a atividade leishmanicida apresentada
por estes.

A presenca de um anel aromatico substituido por um padréo catecolico
mascarado na forma de um grupo acetal na molécula do safrol, faz dele matéria-
prima de grande interesse. Quando as moléculas alvo possuem em suas
estruturas anéis aromaticos contendo a por¢cdo metilenodioxibenzeno, o uso
destas substancias como matérias-primas é estrategicamente vantajoso (COSTA,
2009).

Além disso as alteracdes propostas também tem relacdo com farmacos e
patentes ja registradas com comprovadas atividades leishmanicidas. Entre as
variagcbes estdo: alteracbes de hidrossolubilidade; a adicdo de grupamentos
volumosos; adicdo de grupamentos doares de elétrons ao anel aromatico e
retiradores de elétrons; grupamentos aceptores e doadores de interacdes de
hidrogénio.

Os critérios de escolha se basearam em estudos de analogos de farmacos ja
conhecidos e de estudos de viabilidade de administracdo, como por exemplo a
hidrossolubilidade, que no caso da Anfotericina B possui limitada solubilidade em
agua e baixa permeabilidade em membrana, devido ao seu peso molecular elevado
e a presenca de muitos grupos aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio.
Como resultado, é fracamente absorvida, apresentando baixa biodisponibilidade oral
no homem. Por este motivo, a anfotericina B € administrada por via intravenosa, o
gue limita 0 seu uso em paises pobres e em desenvolvimento, ja que este processo
demanda de hospitalizacdo do paciente. Ja as alteracbes nos grupamentos
volumosos, eletronegativos também demonstram alteracbes ja realizadas por
exemplo no farmaco Pentamidina, que altera a sua atividade dependendo do tipo de
grupo ligado diretamente ao anel da molécula (BASTOS et al., 2016). Dessa forma
seria possivel tracar um paralelo com as moléculas de interesse e a resposta com

base em alteracbes semelhantes.
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5 MATERIAIS E METODOS

As etapas para a realizacdo do estudo de modelagem molecular e sintese e

caracterizacdo dos éteres oximicos propostos sédo descritas a sequir.

5.1 ESTUDOS COMPUTACIONAIS POR MODELAGEM MOLECULAR

A etapa dos estudos de quimica computacional do trabalho foi realizada no
Laboratorio de Modelagem Molecular e Simulagdo Computacional (MolMod — CS),
da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG. Foram utilizados computadores
com o processador AMD PhenomTM X3 8650, 4.00 Gb de memodria RAM e placa
de video nVidia GeForceTM 9500 GT, 512MB RAM e sistema operacional
openSUSE Tumbleweed. O software de modelagem molecular utilizado é o pacote
Schrédinger com a interface grafica Maestro 11.2 (SCHRODINGER, 2019-3). Para
a construcéo do ligante foi utilizada a ferramenta LigPrep e, para a realizacdo do
docking das moléculas utilizou-se a ferramenta Induced Fit Docking (IFD)
combinado ao Prime (programa de predicdo da estrutura da proteina e de
refinamento do composto) e ao Glide (que realiza o docking e fornece o scoring
das moléculas, relacionando a interacdo ligante-receptor) (SCHRODINGER,
2019). Para realizacdo da modelagem molecular por homologia foi utilizado o
software MODELLER versédo 9.16 com auxilio do programa PROCHECK, além de

outros softwares online para validacdo da mesma.

5.1.1 Preparo dos Ligantes e Pefil de Biodisponibilidade

A construcdo dos ligantes (série de éteres oximicos propostos), foi
realizada utilizando a interface Maestro (Schrédinger) pelo 2D Sketcher e
preparados no programa LigPrep, presente na plataforma Schrédinger, a fim de
otimizar a geometria destas moléculas, utilizando o campo de forca OLPLS 3 e
estado de ionizacao para pH igual a 7,0 £ 2,0 (usando Epik).

As propriedades fisico-quimicas da série de moléculas proposta foram
avaliadas utilizando-se o0 programa QuikProp - Schroédinger, que avalia
eficientemente propriedades farmacéuticas relevantes para milhares de
compostos (SCHRODINGER, 2019), a fim de determinar seus perfis de
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lipofilicidade, biodisponibilidade, avaliacdo do potencial de serem absorvidas pelo

organismo humano e violagdes da regra de Lipinski (LIPINSKI, 2004).

5.1.2 Modelagem Molecular por Homologia e Validagéo

As etapas para a realizacdo do estudo de modelagem molecular por

homologia s&o descritas a seguir.

5.1.2.1 CRKS3

A construcdo do modelo tridimensional por homologia estrutural para a
proteina CRK3 foi baseada no estudo realizado pelo grupo de pesquisa do
MolMod — CS da UNIFAL-MG descrito na literatura por PEREIRA (2013), a partir
da estrutura ja resolvida no banco de dados PDB 2R3l (1,28 A).

5.1.2.2 rCPB2.8

A sequéncia primaria de aminoacidos da proteina rCPB2.8 de Leishmania
mexicana foi obtida no banco de dados UniProt com cédigo P36400, possuindo
443 aminoacidos. Utilizou-se para a construcdo do modelo tridimensional a regido
de sequéncia de aminoacidos entre os residuos 122 a 337, por corresponder a
sequéncia de aminoacidos que compde a forma ativa e mais estavel da enzima
em seu local de acdo, removendo-se as regides C-terminais e N-terminais que nao
sdo essenciais em sua atividade (MOTTRAM et al., 1997) e que, com o auxilio do
estudo realizado por COELHO et al., 2017 demonstrou eficacia na obtencéo.

A construcdo de um modelo tridimensional por homologia estrutural para a
proteina rCPB2.8 foi adaptada de COELHO (2017) com alteracdo em apenas uma
das estruturas utilizadas como molde, utilizando a proteina de cédigo 3106 (1,10 A)
em substituicdo da 2P7U (1,65 A) utilizada pela autora. Iniciando-se entdo com a
busca de proteinas homoélogas com um grau de identidade sequencial, obtido pelo
alinhamento local de estruturas conhecidas tridimensionalmente, com o algoritmo
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi também realizada uma breve busca por
templates por meio do servidor online de bioinformatica estrutural MODBASE,

banco de dados de modelos comparativos de estrutura de proteinas (PIEPER et
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al., 2013) e SWISSMODEL dedicado a modelagem por homologia de estruturas
de proteina 3D (WATERHOUSE et al., 2018). Foram selecionadas duas estruturas
cristalograficas (Codigo PDB: 3IUT — 1,2 A e 3106) presente no banco de dados
PDB, que possuiam boa resolucdo, distribuicdo dos residuos no gréafico de
Ramachandran e bom grau de identidade e similaridade.

Posteriormente, a modelagem estrutural comparativa foi realizada por meio
do software MODELLER versao 9.16, com a construgdo de 100 modelos. A
selecdo do melhor foi realizada com auxilio do programa PROCHECK com anélise
do gréfico de Ramachandran. Ele foi entdo validado por meio de softwares online
como Verify3D e ProsaWeb, além do calculo do RMSD e entdo otimizado para a
obtencdo de uma estrutura adequada para futuros estudos de ancoramento

molecular.

5.1.3 Preparo das Proteinas

A estrutura tridimensional da proteina CRK3 da Leishmania sp. e da
proteina rCPB2.8 de Leishmania mexicana utilizada para realizar os estudos de
ancoramento foi prevista pela técnica de modelagem molecular por homologia
com um (2R3I) e multiplos templates (3106 e 31UT) respectivamente.

Estas estruturas proteicas a serem utilizadas no estudo de ancoramento
foram submetidas a preparacdo pelo programa Protein Preparation Wizard com
adicdo de hidrogénios, atribuicdo de cargas parciais utilizando o campo de forca
OPLS-3 e atribuicdo dos estados de protonacédo a pH 7 dos residuos, estimados
utilizando célculos de pKa do médulo PROPKA (SCHRODINGER, 2019). Todos as
aguas e heteroatomos foram removidos. Em seguida, a minimizacao foi realizada

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

5.1.4 Docking Molecular e Validacao

De modo a permitir uma interacdo entre o complexo alvo-receptor para
analise, a simulacdo de docking molecular foi realizada fazendo uso do protocolo
Induced Fit Docking (IFD) contido na suite Schrodinger, que busca predizer o
modo de ligagdo e as mudancas estruturais no receptor pela estratégia que utiliza

o modo receptor e ligante flexivel. A area da caixa de acoplamento foi definida
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para incluir todos os residuos de aminoécidos escolhidos (CRK3 — LEU10, LYS33,
VAL83, ASP86; rCPB2.8 — GLN19, CYS25, ASN175, HIS159), que se encontram
no sitio ativo de cada enzima particularmente, com dimensées de 20 x 20 x 20 A.
O campo de forga utilizado foi 0 OPLS_3. Os complexos ligante-proteina finais
foram visualizados usando a plataforma Maestro Verséo 11.2 e figuras foram
geradas utilizando esta interface grafica e o software Pymol (SCHRODINGER,
2019).

O farmaco Pentamidina foi utilizado como padréo nos estudos in silico com
a finalidade de se comparar a afinidade de ligacdo existente entre este farmaco
com atividade leishmanicida conhecida e a proteina do estudo e escolhido a partir
de um estudo prévio no qual obteve melhor perfil de afinidade com os alvos, além
da maior semelhanca entre grupos funcionais com 0s éteres oximicos propostos
dentre os farmacos analisados (Anfotericina B, Antimoniais Pentavalentes,
Simataquina, Miltefosina).

A validacdo dos protocolos de docking molecular foi realizada por meio do
estudo de reancoramento tentando reproduzir o modo de ligacéo original presente
na estrutura cristalografica escolhida, utilizando a proteina alvo ja preparada e o
composto inibidor que se encontra cocristalizado junto a proteina, que também foi
preparado e minimizado. Apdés o ancoramento utilizando o programa Induced Fit
Docking (IFD), foi calculado a raiz do desvio quadratico médio das posicbes
atbmicas (RMSD), pelo programa Align Binding Site (Schrddinger), para se
verificar a similaridade entre o modo de ligacdo experimental obtida por
cristalografia e o método comparativo entre a solucdo de menor energia de
GlideScore no reancoramento molecular e o diagrama de interacbes 2D para

verificar se elas eram coerentes com a lteratura.

5.2 SINTESE

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

A evolugéao das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada

delgada (CCD), utilizando placas de silica gel em suporte de aluminio com
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detector de fluorescéncia (Macherey-Nagel, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil
G/UV2s4). As purificagcdes por cromatografia em coluna (CCS) foram realizadas
com silica gel 60, 70-230 mesh (Sorbline). As purificacdes por placa preparativa
foram realizadas com silica gel 60 com detector a UV 254 nm (Macherey-nagel).

A andlise de espectroscopia na regidao do infravermelho (1V) foi realizada no
Nucleo Controle de Qualidade da UNIFAL-MG em espectrémetro Thermo Fisher
Scientific Nicolet-iS50 e processados com o software MestreNova® versao 6.0.2-
5475 (Mestrelab Research L.S®) com valores de bandas descritos em nimero de
onda (cmt).

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG, em espectrometro
Bruker AC-300 (*H: 300 MHz; '3C: 75 MHz). Foi utilizado cloroférmio deuterado
(CDCl3) como solvente de amostra em tubos de 5 mm e tetrametilsilano (TMS)
como padrdo interno. Foi utilizado o software MestreNova® versao 6.0.2-5475
(Mestrelab Research L.S®) para o processamento dos espectros e obtencéo dos
valores de deslocamento quimico (&, ppm).

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no
Departamento de Bioquimica e Imunologia, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP/USP), em espectrometro de massas do tipo triplo-quadrupolo
sequencial XEVO-TQS (Waters Corporation) com fonte de ionizacdo ESI
(electrospray).

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

Os solventes e reagentes utilizados foram de grau P.A, e quando se fez

necessario houve uma secagem de solventes.

5.2.1 Métodologia sintética

A série de moléculas proposta como protétipos a candidatos a farmaco,
éteres oximicos derivados do produto natural safrol, foi planejada por meio de uma
rota sintética esquematizada na Figura 15. A primeira etapa (i) consiste na
isomerizacdo do produto de partida (safrol) gerando o composto MS-01. Em

seguida passa pela reacao de Vilsmeier Haack (etapa ii), formilando e ciclizando a
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molécula anterior, gerando uma indanona (MS-02), que dispbe de um centro
assimetrico. A fim de elimina-lo e tornar a estrutura mais simples
esteroquimicamente, faz-se uma reacdo de C-alquilacdo, adicionando uma metila
ao carbono a adjacente a carbonila (etapa iii). O produto gerado (MS-03) é
submetido a uma reacdo de adicdo com cloridrato de hidroxilamina em meio
basico (etapa iv) produzindo o intermediario oximico MS-04. Em seguida, este
intermediario sera submetido a reacao com haletos de benzila (etapa v) formando
a nova série de derivados de éteres oximicos (MS-05a — MS-05h).

Figura 15 - Rota sintética para obtencéo da série de novos derivados
oximicos (MS- 05a-h) a partir do Safrol (MS-01).
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Fonte: da autora.

5.2.1.1 Sintese do intermediario 5-(1-propenil)-2H-1,3-benzodioxol (MS-01)

A sintese do composto MS-01 (FIGURA 16) foi realizada e adaptada
conforme método descrito por BARREIRO; LIMA (1992) por meio da reagéo de

isomerizacdo da dupla ligagéo terminal do Safrol.



48

Figura 16 - Esquema sintético da obtencao do produto MS-01 por meio da reacdo
de isomerizacdo do Safrol.
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Fonte: da autora.

Em baldo bitubulado munido de condensador de refluxo foi adicionado 1 g
(6,172 mmol) de safrol previamente purificado e 5 mL de solucdo de hidroxido de
potassio (KOH) 3M em alcool butilico. A reacdo prosseguiu por 6 horas. Apos este
periodo, uma quantidade de 15 mL de agua foi adicionada ao meio reacional e o
pH foi neutralizado utilizando-se HCI concentrado. A obtencéo da fase organica se
deu por extracbes com acetato de etila (3 x 20 mL), posteriormente lavada com
solucdo saturada de NaCl (1 x 15 mL) e seca com Na>SO4 anidro. O solvente foi
evaporado a pressao reduzida e o produto (MS-01) foi obtido na forma de um 6leo

amarelo com rendimento de 77,2%.

5.2.1.1.1 Dados de caracterizacédo do intermediario 5-(1-propenil)2H1,3benzodioxol
(MS-01)
5-(1-propenil)-2H-1,3-benzodioxol

Oleo amarelo com odor caracteristico

F.M.: C10H1002
M.M.: 162,19 g.mol*
Rendimento: 77,2 %

MS-01

IV (ATR, ¥max, cm™): 3023 (CH sp?), 2879 (CH sp® - metila), 1598 (C=C alceno
trans substituido), 1440, 1489, 1499 (C=C aromético), 1242 e 1029 (C-O-C
metilenodioxila).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.85 (d, 3H, Hi2, 3J Hi2-H11 = 6,43 Hz), 5.94
(s, 2H, Hg), 6.07 (dd, 1H, H11, 3J Hi1-H12 = 6,57 HZ € 3] H11-v10 = 15, 69 Hz) 6.32 (dd,
1H, Hio, 3J Hio-H11 = 15.66 Hz), 6.74 (d, 2H, Hs € Ha, 3J n3na = 12,72 Hz), 6.89 (s,
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1H, He).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 18.40 (C12), 100.92 (Cs), 105.32 (Cs),
108.22 (Cs), 120.09 (Cs), 123.94 (Cu), 130.54 (Cio), 132.49 (Cs), 147.92 (Cy),
145.50 (C»).

5.2.1.2 Sintese do intermediario 6-metil-6,7-dihidro-2H,5H-indeno[5,6-d][1,3]dioxol-5-
ona (MS-02) (BARREIRO; LIMA, 1992)

A sintese do composto MS-02 (FIGURA 17), foi também realizada e
adaptada, conforme método descrito por BARREIRO; LIMA (1992) por meio da
reacdo de Vilsmeier-Haack. Via reacdo “one pot”, a primeira etapa consiste na
formilagcdo do anel aromatico (1) com posterior ciclizagdo (2), a fim de se obter
uma indanona adjacente ao anel aromatico do produto de partida (MS-01).

Figura 17 - Esquema sintético da obtencéo do produto MS-02 por meio
da reacédo de Vilsmeier-Haack a partir do isosafrol (MS-01).
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Fonte: da autora.

Em baldo bitubulado acoplado a um condensador de refluxo 0,35 mL (3,751
mmol) de oxicloreto de fosforo (POClz) e 1,45 mL (18,869 mmol) de N,N-
dimetilformamida (DMF) seca foram agitados em sistema fechado e anidro, sob
atmosfera de Nitrogénio (N2), a temperatura de 0 °C por 30 minutos, seguindo-se
da adicdo de 0,500 g (3,086 mmol) de isosafrol (MS-01), quando a reacéao
prosseguiu a temperatura de 110 °C durante 6 horas. O meio reacional foi vertido
em 12 mL de gelo e o pH foi elevado ao valor de 10 com NaOHag 1M, mantendo-
se sob agitagdo por 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente extracdes
com éter etilico foram realizadas (3 x 15 mL); as fracfes organicas foram reunidas,

lavada com solugao saturada de NaCl (1 x 10 mL) e seca com Na>SO4 anidro. O
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solvente foi evaporado em pressao reduzida. ApGs o isolamento da reacdo, o
produto reacional foi purificado em coluna cromatogréfica (eluente: hexano/acetato
de etila, 8:2) e obtido puro na forma de um sélido alaranjado com um rendimento
de 62,3%.

5.2.1.2.1 Dados de caracterizagdo do intermediario 6-metil-6,7-dihidro-2H,5Hindeno
[5,6-d][1,3]dioxol-5-ona (MS-02)

6-metil-6,7-dihidro-2H,5H-
indeno[5,6d][1,3]dioxol-5-ona
Solido alaranjado

F.M.: C11H1003
MS - 02 M.M.: 190,20 g.mol*

Rendimento: 62,3 %

F.F =61-65 °C
IV (ATR, ®max, cm™?): 2964 (CH sp?), 2909 (CH sp?3), 1681 (C=0 carbonila), 1608 e
1465 (C=C aromatico), 1317 e 1287 (C-H aromatico), 1252 e 1024 (C-O-C).
RMN de *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.28 (d, 3H, Hi4, 3J v-n = 7,38 Hz), 2.56-2.63
(dd, 1H, Hio, 3J 1.+ = 3,57 Hz € 2 y.y = 16,87 Hz), 2.70 (m, 1H, Hi1), 3.23-3.31 (dd,
1H, Hio, 3J1n = 7,50 Hz € 3J 1.1 = 16,90 Hz) 6.05 (s, 2H, Hg), 6.80 (s, 1H, H3), 7.09 (s,
1H, He).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 16.61 (C14), 34.93 (C10), 42.44 (C11), 102.13
(Cs), 102.53 (C3), 105.64 (Ce), 130.82 (Ca), 148.22 (C2), 150.94 (C1), 154.27(Cs),
207.47 (C12).

5.2.1.3 Sintese do intermediério 6,6-dimetil-6,7-dihidro-2H,5H-indeno[5,6 d][1,3]
dioxol-5-ona (MS-03) (RANU; JANA, 1999)

A sintese de MS-03 (FIGURA 18) foi realizada por uma reacdo de
substituicdo de um hidrogénio indanénico por metilas geminais eliminando centro

assimétrico da molécula, adaptado da metodologia de RANU; JANA (1999).
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Figura 18 - Esquema sintético da obtencao do produto MS-03 por meio de C-
alquilacdo de MS-02.
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Fonte: da autora.

Em um baldo bitubulado foram adicionados 0,4 g (4,000 mmol) de
tercBuOK solubilizados em 7,5 mL de tetraidrofurano (THF) previamente seco, em
seguida foram colocados 0,250 g (1,315 mmol) do produto MS-02, apés 30
minutos, foram adicionados 0,3 mL (4,817 mmol) de iodometano (CHzl); a reacéo
permaneceu em agitacdo magnética por 12 horas em temperatura ambiente.
Passado o tempo reacional, o solvente (THF) foi retirado em rotavapor com
pressao reduzida, obtendo um residuo solido ao qual foram adicionados 9 mL de
agua. Em seguida o pH foi ajustado para 7 com solucdo 1M de HCI e
posteriormente realizadas extracdes com acetato de etila (3 x 10 mL). A fracao
organica foi lavada com solucéo saturada de NaCl (1 x 5 mL) e seca com Na>SOa4
anidro, filtrada e concentrada em rotavapor a pressao reduzida. O residuo obtido
foi purificado em coluna cromatografica (eluente: hexano/acetato de etila, 8:2) com

74,9% de rendimento como um sélido amarelado.

5.2.1.3.1 Dados de caracteriza¢cédo do intermediario 6,6-dimetil-6,7-dihidro-2H,5H-
indeno[5,6-d][1,3]dioxol-5-ona (MS-03)

6,6-dimetil-6,7-dihidro-2H,5H-
indeno[5,6d][1,3]dioxol-5-ona

Sélido amarelado
F.M.: C12H1303
M.M.: 205,21 g.mol?

Rendimento: 74,9 %
F.F =69-72 °C
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IV (ATR, ®max, cm™1): 2914 (CH sp3), 1672 (C=0 carbonila), 1608 e 1459 (C=C
aromatico), 1257 e 1021 (C-O-C metilenodioxila).

RMN de *H (300 MHz, CDClI3) & (ppm): 1.20 (s, 6H, Hia € His), 2.87 (s, 2H, Hap),
6.05 (s, 2H, Hg), 6.78 (s, 1H, Hs), 7.09 (s, 1H, He).

RMN de 13C (75 MHz, CDCIl3) & (ppm): 25.42 (C14 € Cis), 42.83 (C10), 46.04 (C11),
102.10 (Cg), 102.87 (Cs), 105.73 (Ce), 129.64 (Ca), 148.23 (Cy), 149.60 (C1), 154.39
(Cs), 209.45 (C12).

5.2.1.4 Sintese do intermediério N-[(5)-6,6-dimetil-6,7-dihidro-2H,5H- indeno[5,6-
d][1,3]dioxol-5-ilideno]hidroxilamina (MS-04) (GOPALSAMY, 2006)

A obtencdo do intermediario oximico (MS-04) foi realizada e adaptada a
partir da metodoliga descrita por GOPALSAMY (2006) que, a fim de transformar a
carbonila cetbnica em oxima pela reacdo de adicédo de cloridrato de hidroxilamina,

conforme esquema na Figura 19.

Figura 19 - Esquema sintético da obtenc&o do derivado oximico (MS-04) a
partir do intermediario indanénico (MS-03).

0]
O 0 /
< NH,0H.HCI, AcONa <
o MeOH/H,0 (8:2) o

48h, 65 °C
MS-03 MS-04

Fonte: da autora.

Em um baldo monotubulado acoplado a um condensador, foram
adicionados 0,070 g (0,341 mmol) do derivado MS-03, 0,22 g de AcONa (2,683
mmol), 0,19 g de NH>.OH.HCI (2,714 mmol) juntamente com a mistura de 2 mL de
MeOH/H20 (8:2). O meio reacional permaneceu a 65°C por 48 horas. Decorrido
este tempo, adicionou-se agua (2 mL) ao meio reacional, que em seguida foi
extraido com diclorometano (3 x 5 mL). A fase orgéanica foi lavada com solucéo
saturada de NaCl (1 x 3 mL), seca com Na>SO4 anidro, filtrada e concentrada em

evaporador rotatdrio sobre pressado reduzida. O residuo sélido foi purificado em
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coluna cromatogréfica (eluente: hexano/acetato de etila, 7:3) e obtido em forma de

um solido branco com 54,6% de rendimento.

5.2.1.4.1 Dados de caracterizacao do intermediario N-[(5)-6,6-dimetil-6,7-dihidro-
2H,5H-indenol5,6-d][1,3]dioxol-5-ilideno]hidroxilamina (MS-04)

N-[(5)-6,6-dimetil-6,7-dihidro-
2H,5Hindeno[5,6-d][1,3]dioxol-

5ilideno]hidroxilamina

Solido branco

F.M.: C12H14NOs3

M.M.: 220,21 g.mol*

Rendimento: 54,6 %

FF=77-79°C
IV (ATR, Omax, cm™): 3251 (O-H oxima), 2958 (CH sp?), 2919 (CH sp3), 1603
(C=N), 1266 e 1024 (C-O-C), 1321 e 1465 (CH aromatico), 930 (N-O).
RMN de *H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 1.32 (s, 6H, His e His), 2.83 (s, 2H, Hi»),
6.00 (s, 2H, Hs), 6.71 (s, 1H, Hs), 7.94 (s, 2H, Ha).
RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.43 (C14 € C15), 42.64 (C11), 45.90 (C12),
101.55 (Cs), 105.33 (C4), 109.27 (C3), 126.02 (C>), 141.66 (Ce¢), 146.82 (Cs), 150.42
(C1), 165.09 (C1o).

5.2.1.5 Procedimento geral da sintese dos derivados éteres oximicos (MS-05) (LI, et
al. 2002)

A Ultima etapa da rota sintética foi a reacdo de formacédo da série de éteres
derivados da oxima (MS-05a-h) adaptado de LI (2002), na qual o intermediario MS-
04 foi submetido a reacdes de acoplamento com os respectivos haletos de benzila p-

substituidos para fornecer os produtos desejados.
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Figura 20 - Esquema sintético da obtencao dos éteres de oxima (MS-05a-h) a partir
da oxima (MS-04).

0] MS-05a R = OCHj;4
MS-05b R = C(CHj3);
MS-05¢ R = Br

OH
s \
N N
o / 0 / MS-05d R =F
KOH, haleto de benzila correspondente MS-05¢ R = CHj3
> < MS-05f R = CF;
') DMSO/H,0 (8:2), t.a., 2h o MS-05g R = Cl

MS-05h R =NO,

MS-04 MS-05a-h
Fonte: da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 15 mL de
dimetilsufoxido/agua (8:2), foram adicionados 0,600 g de hidroxido de potassio
(0,107 mol — 13 equivalentes) e 0,150 g do derivado MS-04 (0,83 mmol — 1
equivalente). A mistura ficou sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por
30 minutos. Em seguida, adicionou-se 2 equivalentes do haleto de benzila
correspondente. A reacdo continuou por, aproximadamente, 30 minutos, quando se
observou o total consumo do material de partida (derivado MS-04) por cromatografia
em camada delgada (Eluente: hexano/acetato de etila — 60:40). Adicionou-se, entao,
30 mL de solucéo saturada de cloreto de sédio ao baldo contendo a mistura e fez-se
a transferéncia para um funil de separacdo de 100 mL. Obteve-se a fase organica
pela extracdo com acetato de etila (4 x 20 mL), sendo depois lavada com agua
destilada (2 x 20 mL), seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida. O produto obtido foi submetido a
purificacdo por cromatografia em coluna de silica, a fim de se isolar o produto de

interesse da mistura de reagentes com um rendimento variavel.
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5.2.1.5.1 Dados de caracteriza¢ao do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6d]
[1,3]dioxol-5-ona O-(4-metoxibenzil) oxima (MS-05a)

HaCO (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-
z d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-metoxibenzil) oxima

1 Oleo branco

F.M.: C20H21NO4
M.M.: 339,39 g.mol*?
Rendimento: 65,3%

MS-05a
IV (ATR, ®max, cm™1): 2954 (C-H), 1603 (C=N), 1262 (C-O éter), 1237 e 1029 (C-O-
CHz), 941 (N-O).
RMN de *H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 1.32 (s, 6H, His e His), 2.79 (s, 2H, H1),
3.81 (s, 3H, H24), 5,11 (s, 2H, H17), 5.95 (s, 2H, Hg), 6.68 (s, 1H, H3), 6.89 (d, 2H, H2o
e Ha2, 2J4-w = 8,55 Hz), 7.36 (d, 2H, Hie € Ha23, 2Ju-w = 8,53 Hz), 7.73 (s, 1H, He).
RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.54 (C14 e Cis), 42.65 (C13), 45.89 (C12),
55.26 (C24), 76.11 (C17), 101.43 (Cs), 105.28 (Cs), 109.16 (Cs), 113.68 (C2o e C2),
126.38 (Cs), 129.84 (C1o € C23), 130.18 (Cig), 141.58 (C4), 146.58 (C1), 150.13 (C»),
159.19 (C21), 164.58 (Co).
EM ESI (m/z): calculado para [M+H]* = 340,39; encontrado: 340,53

5.2.1.5.2 Dados de caracteriza¢do do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-(terc-butil)benzil) oxima (MS-05b)

(2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-

d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-(terc-butil)benzil) oxima

Oleo amarelado

F.M.: C23H27NO3
M.M.: 365,47 g.mol*
Rendimento: 31,2%
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IV (ATR, Bmax, cM): 2954 (CH sp3), 1608 (C=N), 1465 e 1262 (C-O éter), 1034 (C-
0), 1009 (N-O).

RMN de tH (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.32 (s, 6H, Hi4 € His), 1.35 (s, 9H, Has, Hag
e Hz7), 2.81 (s, 2H, H12), 5.18 (s, 2H, Hai7), 5.97 (s, 2H, Hg), 6.70 (s, 1H, Hs), 7,40 (s,
4H, Hig, H2o, H2z € Ha2), 7.80 (s, 1H, He)

RMN de 13C (75 MHz, CDCIl3) & (ppm): 28.57 (C1s € Cis), 31.42 (C25, Co7 € Cog),
34.99 (Ca4), 42.69 (Cis), 45.92 (C12), 76.33 (C17), 101.44 (Csg), 105.31 (Cs), 109.26
(Cs), 125.28 (Ca0 € Cz2), 126.41 (Cs), 127.91 (Cis € Cas), 135.11 (Cus), 141.59 (Ca),
146.61 (C1), 150.16 (C2), 150.54 (C21), 164.52 (C1o).

EM ESI (m/z): calculado para [M+H]* = 366,47; encontrado: 366,35

5.2.1.5.3 Dados de caracteriza¢céao do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-bromobenzil) oxima (MS-05c)

Br 2 (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno([5,6-

19 d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-bromobenzil) oxima

Oleo branco

F.M.: C19H1sBrNO3
M.M.: 388,26 g.mol*
Rendimento: 21,6%

MS-05c¢

IV (ATR, ¥max, cm™): 2914 (C-H sp3), 1603 (C=N), 1470 e 1266 (C-O éter), 1034 (C-
0), 1005 (N-O).

RMN de H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.26 (s, 6H, His e His), 2.80 (s, 2H, Hio),
5.13 (s, 2H, H17), 5.97 (s, 2H, Hs), 6.69 (s, 1H, H3), 7.23 (d, 2H, H20 € H22, 2J1.1 = 8,40
Hz), 7.29 (d, 2H, Hig € Has, 2Ju-n = 8,43 Hz), 7.75 (s, 1H, He).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.53 (C14 € Cis), 42.74 (C13), 45.80 (C12),
75.51 (C17), 101.53 (Cs), 105.38 (Ce¢), 109.05 (C3), 121.64 (C21), 126.21 (Cs), 129.39
(C10 € C23), 131.58 (C20 € C22), 137.01 (Cu1s), 141.77 (C4), 146.70 (C2), 150.35 (Cy),
165.07 (Cao).

EM ESI (m/z): calculado para [M+H]* = 389,26; encontrado: 389,34.
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5.2.1.5.4 Dados de caracteriza¢ao do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno([5,6-d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-fluorbenzil) oxima (MS-05d)

24

20 (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-
& d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-fluorbenzil) oxima

Oleo amarelado

F.M.: C19H18FNO3
M.M.: 327,35 g.mol*?
* Rendimento: 26,7%

MS-05d

IV (ATR, ¥max, cm™): 2919 (C-H sp?), 1603 (C=N), 1510 (C-0), 1465 e 1262 (C-O
éter), 1034 (N-O).

RMN de *H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 1.28 (s, 6H, His e His), 2.79 (s, 2H, Hi),
5.14 (s, 2H, Hai7), 5.96 (s, 2H, Hs), 6.69 (s, 1H, Hz), 7.03 (t, 2H, H2 € Hz2, 2J4.+ = 8,58
Hz), 7.39 (dd, 2H, H1g e H23, 2J4.x = 5,55 Hz e 3.1 = 8,31 Hz), 7.74 (s, 1H, He).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.51 (C14 e Cis), 42.70 (C13), 45.88 (C12),
75.60 (Ci7), 101.49 (Cg), 105.35 (Cs), 109.06 (Cz), 115.01 e 115.29 (Czo e C22),
126.26 (cs), 129.68 e 129.99 (Cio e Cz3), 134.02 (Cig) 141.72 (C4), 146.66 (Cy),
150.27 (C>), 160.74 e 163.99 (C21), 164.92 (C1o).

EM ESI (m/z): calculado para [M+H]* = 328,35; encontrado: 328.39.

5.2.1.5.5 Dados de caracteriza¢éo do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-metilbenzil) oxima (MS-05e)
e (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-
z d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-metilbenzil) oxima

17 Oleo amarelado

16 O,

F.M.: C20H21NO3
M.M.: 323,39 g.mol*?
Rendimento: 32,9%
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IV (ATR, ®max, cm™): 2919 (C-H sp3), 1900 (anel p-substituido), 1603 (C=N), 1465 e
1262 (C-O éter), 1034 (N-O).

RMN de tH (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.29 (s, 6H, Hus € His), 2.36 (s, 3H, Has),
2.80 (s, 2H, H12), 5.15 (s, 2H, H17), 5.96 (s, 2H, Hs), 6.68 (s, 1H, Hs), 7.16 (d, 2H, Hao
e Haz, 2Jun = 7,80 Hz) 7.32 (d, 2H, Hio € Has, 231 = 7,95 Hz), 7.76 (S, 1H, He).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 21.25 (Czs), 28.54 (C1s € Cus), 42.66 (C1a),
45.90 (C12), 76.34 (C17), 101.44 (Cs), 105.29 (Ce), 109.20 (Cs), 126.39 (Cs), 128.24
(C1o € C23), 129.01 (Cz0 € C22), 135.05 (Cus), 137.32 (Ca1), 141.58 (Cs), 146.60 (Cy),
150.14 (C»), 164.59 (C1o).

5.2.1.5.6 Dados de caracterizacéao do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-(trifluormetil)benzil) oxima (MS-05f)
24 (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-
2 d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-(trifluormetil)benzil) oxima

% 1 Oleo amarelado

F.M.: C20H18F3NO3
M.M.: 377,36 g.mol*
Rendimento: 33,5%

3
MS-05f

IV (ATR, ®max, cm™1): 2919 (C-H sp?), 1465 e 1266 (C-O éter), 1317 (C-F), 1058 (N-
0)

RMN de *H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 1.27 (s, 6H, His e His), 2.80 (s, 2H, Hi2),
5.24 (s, 2H, H17), 5.98 (s, 2H, Hsg), 6.70 (s, 1H, H3), 7.51 (d, 2H, H1g € H23, 2Ju.n = 8,10
Hz), 7.60 (d, 2H, Hzo € Hazz, 2Ju-v = 7,96 Hz), 7.77 (s, 1H, He)

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.47 (Cl14 e C15), 42.77 (C13), 45.89
(C12), 75.38 (C17), 101.54 (C8), 105.40 (C3), 109.02 (C6), 125.26 e 125.21 (C20 e
C22), 125.42 (C24), 126.16 (C21) 127.62 (C5), 127.88 (C19 e C23), 141.85 (C18),
142.57 (C4), 146.74 (C2), 150.40 (C1), 165.27 (C10).
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5.2.1.5.7 Dados de caracteriza¢ao do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno([5,6-d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-clorobenzil) oxima (MS-05q)

24

“ " (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-
19 d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-clorobenzil) oxima

Oleo transparente

F.M.: C19H18CINO3
M.M.: 343,80 g.mol*
Rendimento: 22,3%

MS-05g

IV (ATR, ®max, cm™): 2860(C-H), 1079 (N-O), 1900 (anel p-substituido), 1465 e 1262
(C-0), 2860 (C-H sp?3), 797 (C-ClI).

RMN de *H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 1.28 (s, 6H, H14 e His), 2.80 (s, 2H, H12),
5.15 (s, 2H, Hi7), 5.97 (s, 2H, Hg), 6.70 (s, 1H, Hs), 7.28 (d, 2H, H20 € H22, 3JHH =
8,40 Hz), 7.33 (d, 2H, His e Hzo, 3wn = 8,49 Hz), 7.76 (s, 1H, H6).
RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.53 (C14 e Cis), 42.74 (C13), 45.89
(C12), 75.49 (Cy7), 101.53 (Cs), 105.38 (Cs), 109.06 (Cs), 126.23 (Cs), 128.63 (C20

e Cz1), 129.08 (Cio € C23), 133.49 (C21), 136.52 (Cu1s), 141.76 (C4), 146.70 (Cy),
150.32 (C>), 165.04 (C1o).

5.2.1.5.8 Dados de caracterizacdo do 6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-d][1,3]
dioxol-5-ona O-(4-nitrobenzil) oxima (MS-05h)
“ON (2)-6,6-dimetil-6,7-diidro-5H-indeno[5,6-

21 d][1,3]dioxol-5-ona O-(4-nitrobenzil) oxima

22

2 Oleo amarelo

F.M.: C19H18N20Os
M.M.: 354,36 g.mol*?
Rendimento: 45,9%
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IV (ATR, Dmax, cm™): 2914 (C-H sp?), 1262 e 1034 (C-O éter),1603 (C=N),1514 e
1336 (NO2 — deformacé&o axial assimetrica e simétrica).

RMN de H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.25 (s, 6H, His e His), 2.80 (s, 2H, Hi),
5.29 (s, 2H, Hi7), 5.99 (s, 2H, Hsg), 6.71 (s, 1H, Hs), 7.53 (d, 2H, Hig € Haza, 2Ju.n = 8,46
Hz), 7.76 (s, 1H, Hs), 8.19 (d, 2H, Hxo € H2z, 2J4.1 = 8,67 Hz).

RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) & (ppm): 28.46 (C14 € Cis), 42.84 (C13), 45.87 (C12),
74.82 (C17), 101.62 (Cs), 105.47 (Cs), 108.93 (Cs), 123.57 (C20 € C22), 126.00 (Cs),
128.09 (C19 € C23), 142.03 (C4), 146.33 (C1s), 146.81 (C2), 147.29 (C1), 150.54 (C21),
165.72 (Cao).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelos estudos de modelagem molecular, as etapas de
sintese e caracterizacdo dos intermediarios dos derivados de éteres oximico sdo

descritos a seguir.

6.1 ESTUDOS COMPUTACIONAIS POR MODELAGEM MOLECULAR

A construcdo do modelo tridimensional por homologia estrutural para a
proteina CRK3 foi baseasa em estudos prévios ja citados na literatura por
PEREIRA (2013), enquanto a proteina rCPB2.8 baseou-se na busca por estruturas
ja resolvidas e que demonstraram melhor identidade e similaridade com a

estrutura de interesse quando comparadas a outros estudos.

6.1.1 CRK3

A modelagem por homologia da proteina CRK3 foi realizada apenas para
obter o molde para os estudos posteriores de docking molecular. Sendo assim, a
fim de checar se havia sido feita com sucesso, foi gerado o grafico de
Ramachandran (FIGURA 21) para comparar com o estudo realizado por PEREIRA
(2013) (FIGURA 22). Esse gréfico define os residuos de aminoacidos da estrutura
da proteina que se encontram nas regides energeticamente favoraveis (vermelho),
permitidas (amarelo), generosamente permitidas (bege) e desfavoraveis (branco),
orientando na avaliacdo da qualidade de modelos tedricos ou experimentais da
proteina modelada (FILHO; ALENCASTRO, 2003). Nesse caso, avaliando as
propriedades estereoquimicas da cadeia principal, leva-se em conta que nem
todos os angulos na estrutura de um peptideo sdo possiveis, devido a efeitos
estéricos entre os residuos dos aminoacidos, jA& que o0s atomos ocupam um
determinado espaco e ndo devem ser colocados tdo proximos devido a uma
possivel sobreposicdo de suas nuvens eletronicas (PEREIRA et al., 2013; FAIR,
2000).

Uma das formas de avaliagdo prediz que uma estrutura de excelente
gualidade possui mais de 90% dos residuos de aminoacidos localizados nas
regides mais favoraveis (MORRIS et al., 1992). No grafico do estudo de PEREIRA,
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(2013) (FIGURA 22) a quantidade de residuos favoraveis foi a mesma obtida no

trabalho (FIGURA 21), ambas com residuos acima de 91% nessa regiao.

Figura 21 - Gréfico de Ramachandran obtido por Modelagem por Homologia
conforme descrito por PEREIRA et al., 2013.
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and E-factor no greater than 20%. a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Fonte: da autora.
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Figura 22 - Gréafico de Ramachandran gerado por PEREIRA (2013).
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20

Numero de residuos de glicina 14

NUmero de residuos de prolina LI
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Fonte: PEREIRA (2013).

A escolha da realizagdo da modelagem por homologia com apenas um

template e segundo estudo j4 realizado se deu apOs diversas tentativas de
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modelar a proteina com mais de um template e outros obtidos por meio do BLAST.
Sendo assim, o melhor resultado foi por meio da escolha de apenas um template
(PDB: 2Ra3l). Isso pode ser justificado pois com menos de 40% de identidade
sequencial, os modelos construidos a partir de varios templates sdo mais precisos
do que aqueles construidos usando apenas um, enquanto isso, a vantagem de
usar varios templates desaparece gradualmente acima de 40% de identidade
sequencial template/alvo (FISER, 2010). O célculo do RMSD, que mede a
distdncia média entre os atomos em comum das duas estruturas, também foi
realizado, obtendo um resultado de 0,367 A, aceitavel para continuagdo do estudo
(Figura 23). Quanto menor esse valor, mais em comum tem as estruturas

analisadas.

Figura 23 - Sobreposicdo das estruturas 2R3l (verde) e sua proteina
homéloga gerada (azul).

Fonte: da autora.

6.1.2 rCPB2.8

A busca por proteinas homélogas a estrutura primaria da proteina cisteino
protease tipo B (rCPB2.8) iniciou-se com a busca por proteinas com um grau de
identidade sequencial, obtido pelo alinhamento local de estruturas conhecidas
tridimensionalmente, com o algoritmo PSI-BLAST (JOHNSON; ZARETSKAYA,

MADDEN, 2008) e, com o auxilio do servidor online de modelagem estrutural de
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proteinas ModWeb (ModBase) (PIEPER et al., 2013).

Assim como a enzima CRK3, apOs diversos testes com os templates
encontrados, com altos graus de identidade, similaridade e boa resolugéo, tanto
com um ou mais templates, foram selecionadas duas estruturas cristalograficas
(PDB: 3IUT e 3106) presentes no banco de dados PDB. A escolha de ambas se
deu a priori devido a seu alto grau de identidade com a proteina de interesse,
levando em conta também a similaridade entre elas, além de um boa resolucéo,
gue corresponde a distancia minima dentro da qual dois &tomos préximos podem
ser distinguidos adequadamente, o ideal sdo estruturas com valores abaixo de 2,0
A, que indicam uma melhor qualidade para modelagem (OLIVEIRA, 2018).

Ambas estruturas escolhidas ja foram relatadas recentemente na literatura
com a finalidade de modelar a estrutura de rCPB2.8, a 3106 recentemente por FEY
(2018) com 61,00 % de identidade e a estrutura com o cédigo 3IUT por COELHO
(2017) com 59,81%. As duas estruturas possuiam boa resolucéo, de 1,1 Ae 1,2 A
respectivamente, levando em conta que a resolucdo envolve a probabilidade de
assinalamento correto das conformacfes das cadeias laterais e interacdes
interatbmicas, o parametro de escolha envolve proteinas com resolu¢cées menores
que 2,0 A, acima disso a qualidade tende a cair (GUIDO; ANDRICOPOULO,
2008).

Para a construcdo da estrutura tridimensional por modelagem comparativa
foi utlizado o software MODELLER versdo 9.16 e, por meio dele foram
construidos 100 modelos diferentes de estruturas, e a escolha por apenas um
deles se deu pelo programa PROCHECK, por andlise da estrutura com melhor
gualidade estereoquimica, que possuia maior quantidade de residuos de
aminoacidos em regides favoraveis e permitidas e menor nimero de aminoacidos
em regifes desfavoraveis no grafico de Ramachandran (LASKOWSKI et al., 1996)
e levando também em conta o “Fator G’ no qual valores abaixo de -0,5 sao
classificados como incomuns e valores abaixo -1,0 sdo classificados como
altamente incomuns (LASKOWSKI; MACARTHU; MOSS, 1993) de forma que,
guanto menor seu valor maior sua qualidade. Contudo, os valores principais dos
dois melhores modelos obtidos se encontravam na faixa de -0.06 e -0.013,
demonstrando boa qualidade estereoquimica dos mesmos.

O alinhamento global entre as sequéncias-alvo e os templates foram
realizados pelo programa ClustalQ (LARKIN; BLACKSHIELDS; BROWN, 2007),
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para demonstrar o grau de similaridade entre as sequéncias (FIGURA 24)

apresentando um valor de matriz percentual de identidade maior que 59%. Através

dele é possivel observar que elas dispéem de grande quantidade de regides

comuns compartilhadas (*), onde graus de identidade igual ou superior a 30%

evidenciam grande probabilidade dessas proteinas apresentarem estruturas 3D

semelhantes e a criagdo de um molde fiel para a proteina alvo (SANDER;
SCHNEIDER, 1991).

Figura 24 - Alinhamento global de multiplas sequéncias entre a sequéncia alvo
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Fonte:

e os templates de cédigo PDB 3IUT e 3106 realizados pelo programa
Clustal Omega.
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da autora.

A validacéo da estrutura gerada de acordo com o grafico de Ramachandran

demonstrou 93,9% de seus residuos nas regides favoraveis, 6,1% em regides

permitidas e 0% em regides desfavoraveis (FIGURA 25).
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Figura 25 - Gréfico de Ramachandran da enzima rCPB2.8 gerado pelo programa

PROCHECK.

PROCHECK

Ramachandran Plot

CPB_0036

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Fonte: da autora.
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O Verify3D por sua vez, atribui uma classe estrutural com base na

localizacdo e ambiente de cada posicao de residuos de aminoécidos, comparando
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os resultados obtidos com boas estruturas. Espera-se que a pontuagéo de modelo
predito seja superior a 80% o qual indica boa resolugédo (KHOR; TYE; LIM, 2014).
Os resultados provenientes do programa Verify3D, ilustrados na Figura 26,
demonstra que a maioria dos valores obtidos se encontram dentro da faixa
aceitavel (0,16 e 0,80) e 92,56% dos residuos possuem uma pontuacao média 3D-
1D maior que 0,2, um valor ao qual pode se adotar que o enovelamento estrutural
construido € confiavel, além de ser maior que o valor descrito por COELHO (2017)
de 88,13%.

Figura 26 - Perfil 3D da sequéncia de aminoacidos do modelo da enzima rCPB2.8
obtida pelo Verify3D.
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Fonte: da autora.

A pontuacao Z-score, ilustrada na Figura 27A, indica a qualidade geral da
estrutura em um grafico que contém as pontuacfes de todas as cadeias proteicas
determinadas experimentalmente (por raio-X ou RMN), no banco de dados PDB
atual (em azul). Trata-se de uma comparacdo do modelo obtido por homologia
com proteinas nativas de tamanhos semelhantes ja resolvidas, baseado nas
coordenadas dos atomos de Carbono alfa (Ca) da estrutura gerada e avaliando o
desvio de energia total da estrutura em relagdo a uma distribuicdo de energia de
conformacdes aleatorias (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Pode-se verificar que o

Z-score obtido para a estrutura da proteina cisteino protease (-7,0) esta dentro do
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intervalo de pontuagBes encontradas tipicamente para proteinas nativas de
tamanho similar (200 aminoacidos) depositadas no PDB.

A pontuacado de energia “knowledge-based energy”, ilustrada na Figura 27B,
mostra a qualidade representando as energias como uma fungédo da posicéo da
sequéncia de aminoacidos. A avaliacdo da energia de cada residuo de aminoéacido
possui uma variacdo muito grande em um grafico, dessa forma, nessa avaliacao
agrupa-se uma quantidade maior de residuos da proteina e mede-se a energia
média entre eles. Em verde escuro a linha no gréfico demonstra a média de
energia por residuo em um grupo de 40 aminoéacidos, enquanto em verde claro, o
grupo contém apenas 10 residuos. E possivel ver a diferenca de flutuacéo da linha
guando se diminui o tamanho da janela de aminoacidos. Em geral, valores
positivos correspondem a partes problematicas ou erradas da estrutura de
entrada, levando-se em conta que valores de energia menores geram proteinas
mais estaveis (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Aqui, a energia média a cada 40
residuos, mostrado em verde escuro, demonstra valores de energia abaixo de 0,

validando a estrutura tridimensional obtida neste parametro.

Figura 27 - Gréfico de Z-score e de energia gerados pelo software ProSA-web do
modelo da enzima rCPB2.8 obtido por modelagem por homologia.
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Fonte: da autora.

A comparacao estrutural entre 0 modelo gerado com um de seus templates

mostrou um RMSD de 0,328 A. Como usual, nesse trabalho foi aceito como
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metodologia validada, considerando que valores de RMSD < 2,0 A séo
satisfatérios quando da comparagdo entre a estrutura co-cristalizada com a
experimental (MORGON; COUTINHO, 2007).

Figura 28 - Sobreposicéo da proteina gerada por homologia (verde) e a
proteina 3106 (azul).

Fonte: da autora.

6.1.3 Analise dos ligantes

A avaliacdo das propriedades fisico-quimicas das moléculas da série
proposta tem o objetivo de predizer os processos farmacocinéticos envolvidos na
administracdo destas pela via oral, estimando a solubilidade e a permeabilidade
em membranas pela comparacao de propriedades de farmacos ja conhecidos. Por
meio de um levantamento realizado com mais de 200.000 compostos do banco de
dados ChEMBL, HANN e KESERU em 2012 constataram que compostos que
apresentem LogP < 4 e massa molecular < 400 Da apresentam propriedades
ADMET mais favoravel de acordo com a regra de 4/400 de GlaxoSmithKline e a
poténcia na escala micromolar € obtida em compostos que apresentem massa
molecular > 250 Da e logP > 2. Esses valores também tem intima relacdo com as
regras de Lipinski, que parte de critérios semelhantes (PM < 500 Da; logP < 5, n°®
de doadores de Hidrogénio < 5; n°® aceptores de Hidrogénio < 10) (LIPINSKI,
2004).



Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas das moléculas estudadas.
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R

=

MS-05 (a-h)
Molécula Subst. P.M LogP Doador Aceptor Abs.
(Da) (O/A) H H Oral (%)
Pentamidina 340,429 2,595 2 4,00 63,0
Inibidor QI2 300,270 3,021 1 5,50 96,6
(rCPB2.8)
Inibidor SCF 319,340 4,177 1 4,00 100,0
(CRK3)
MS-05a OCHs 339,395 4,216 0 5,20 100,0
MS-05b C(CHa)3 365,477 5,633 0 4,20 100,0
MS-05c Br 388,269 4,981 0 4,20 100,0
MS-05d F 327,359 4,438 0 4,20 100,0
MS-05e CHs 323,395 4,719 0 4,20 100,0
MS-05f CFs 377,367 5,175 0 4,20 100,0
MS-05g Cl 343,813 4,897 0 4,20 100,0
MS-05h NO:2 354,366 4,127 0 4,20 100,0
MS-05i H 309,368 4,233 0 4,20 100,0

Fonte: da autora

Subst. = substituinte; P.M = Peso Molecular; LogP (octanol/dgua); H = hidrogénio; Abs. Oral = Absorcao oral
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Nenhum dos ligantes analisados apresentou massa molecular > 400 Da,
no entanto todos possuiram um log P > 4, porém pouco acima em sua maioria.
Apenas a molécula MS-05b [(C(CHz)s] e MS-05f [CF3] violou um dos parametros
de Lipinski, que avalia através de propriedades moleculares a farmacocinética da
molécula em questdo. Essa violacao foi com relacdo ao seu log P > 5, no entanto
a regra aceita apenas uma violacdo em algum dos parametros, sendo assim
aceitavel para o estudo, além de contarem com uma absorcdo oral experimental
de 100%.

6.1.4 Docking Molecular

Com a finalidade de determinar a melhor orientacdo e conformagdo de um
ligante no seu sitio receptor, estratégias de ancoramento (docking) molecular vem
sendo desenvolvidas e empregadas no processo de planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos. Diversos fatores influenciam nas interacdes
formadas entre ligante-receptor, dentre eles estdo a flexibilidade do ligante e da
proteina, a presenca de cofatores que podem ou nao fazer parte dessa interacéo
entre o complexo, moléculas de agua presente do meio, e outros (ALONSO;
BLIZNYUK; GREADY, 2006).

Uma vez que as moléculas de agua nao estdo envolvidas diretamente na
estabilizacdo do complexo elas ndo foram consideradas no processo de docking
(DE LUCA et al., 2018).

A ideia geral das técnincas de ancoramento é a de gerar um leque de
conformacdes por meio de interacfes intermoleculares entre uma proteina alvo e
ligantes, ordenando-os por meio de um score com base em suas estabilidades
(TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX, 2002).

6.1.4.1 Validacdo do docking molecular

A fim de validar os resultados de docking obtidos, faz-se o redocking da
estrutura cristalografica gerada e o composto inibidor de seu template, a fim de
reproduzir o modo de ligacao proteina/inibidor. Para a validacdo dos protocolos de
ancoramento molecular um valor de RMSD < 2,0 A demonstra baixa distor¢do

entre o composto inibidor ancorado aos residuos de aminoacidos do sitio ativo
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(CARUGO; PONGOR, 2001; YUSUF et al., 2008). O reancoramento das enzimas
estudadas apresentou resultados de RMSD satisfatérios, como € demonstrado a
seguir, validando os métodos de ancoramento molecular utilizados.

Por meio do programa “Superposition” (Schrodinger), que alinha cada
atomo do ligante inibidor (QL2) da proteina original obtida do PDB de co6digo 3106,
usada como um dos moldes, com o ligante do redocking da proteina modelada
rCPB2.8 de menor energia, o célculo de RMSD apdés sobreposi¢cdo de ambas foi
de 1,111 A. Além de um resultado < 2.0 A conforme descrito anteriormente, a
distancia da ligacdo de hidrogénio formada pelo residuo GLN22 que faz parte do
sitio ativo da enzima nédo tiveram uma grande diferenca, enquanto do residuo e
ligante originais do PDB foi de 1,93 A o ligante do redocking foi de 2,29 A. Ainda
gue a distancia entre o residuo de CYS28, parte da triade catalitica do alvo, tenha
uma diferenca maior de 1,85 A para 3,57 A do redocking, com o atomo de carbono
nitrogenado, esse valor demonstra que apesar da diferenca ainda € possivel a
formacdo de uma ligacdo covalente (FEY et al.,, 2018), como acontece com o
inibidor cristalografado (FIGURA 29).

Figura 29 - Ligante da proteina 3IUT (QL2) em cinza sobreposta ao da proteina
modelada do redocking (rCPB2.8) com o ligante em verde.

Fonte: da autora.
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Os resultados obtidos com a proteina CRK3 também demonstraram
eficacia quando validados. Ainda melhor que com a enzima rCPB2.8, com um
RMSD de 0,435 A entre os ligantes da proteina 2R3l e o redocking com a proteina
molde, a diferenca de distancia das liga¢cdes com os residuos de aminoacidos do
sitio ativo da enzima também foram muito proximas. As ligagBes de hirogénio
entre os residuos de VAL83 e LYS33 tiveram diferencas entre 0,1 - 0,5 A e se
mantendo entre os residuos e atomos conforme ocorre com o inibidor e a enzima
original (FIGURA 30).

Figura 30 - Ligante da proteina 2R3l (SCF) em cinza sobreposta ao da proteina
modelada do redocking (CRK3) com o ligante em verde.

—

Fonte: da autora.

Resultado semelhante foi obtido com a proteina CDC2 humana (2R3l) e 0
redocking a partir dela com um RMSD de 0,854 A.

6.1.4.2 rCPB2.8

A partir dos resultados de energia de ligacdo obtidos pelo docking,



75

expressos por meio da Tabela 2 abaixo, a Pentamidina farmaco de segunda

escolha e menos toxico para tratamento da leishmaniose apresentou um valor

melhor do que todos os ligantes, inclusive que o inibidor da cisteino protease da

cruzaina.

Tabela 2 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores
de energia de interacdo (GlideScore), entre as moléculas da série
proposta e a enzima rCPB2.8; o niumero de interagdes de hidrogénio e

os residuos que participam desta interacdo, boas interacdes de van der

Waals e interacdes rr-stacking.

Ligante GlideScore L aa m aa Interacdes
(Kcal. mol?) igagéo st boas de vdW
H acking
Pentamidina -7,521 4  ASP21, 0 206
ASP67,
ASP191
MS-05g -6,515 0 2 TRP188, 242
[C] TRP192
MS-05c -6,461 0 1 TRP192 261
[Br]
Inibidor -6,422 1 GLN22 0 158
QL2
MS-05f -6,365 0 2 TRP188, 290
[CF] TRP192
MS-05d -6,329 1 TRPI188 0 232
[F]
MS-05a -5,919 3  GLN22, 1 TRP192 218
[OCHg] GLY23,
TRP192
MS-05i [H] -5,894 0 2 TRP188, 236
TRP192
MS-05b -5,609 2 GLY23, 1 TRP192 227
[C(CH3)3] TRP192
MS-05h -5,440 1 GLY23 1 TRP192 191
[NO]
MS-05e -5,200 0 1 TRP192 224
[CH3]

Fonte: da autora.

aa = aminoacidos; vdW = van der Waals; H = hidrogénio; Subst. = Substituinte

No entanto, os ligantes com dois substituintes eletronegativos Cl (MS-059)

e Br (MS-05c) apresentaram um valor de interacdo melhores que o do inibidor
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QL2, com uma base purinica substituida por um anel ligado a dois atomos de fltor
e uma nitrila, de um dos moldes utilizado (PDB: 3I06). Ainda que nao tenham
apresentado nenhuma ligacdo de hidrogénio com a enzima alvo, que caracteriza
uma ligacao forte, estes compostos se caracterizam por possuirem grupamentos
retiradores de elétrons do anel aromético, possibilitando a interagdo mr-stacking
entre este anel aromético e o anel aromatico rico em elétrons do TRP188 e
TRP192. O TRP188 faz parte de um dos subsitios de interacdo com o substrato,
préximo ao sitio ativo das cisteino proteases denominado S1’ juntamente com
GLN22, residuo este que apresentou ligacdo de hidrogénio com o inibidor. Junto
disso, eles apresentaram um namero maior de interacfes boas, seguido somente
do composto MS-05f (-CF3).

A maior parte dos compostos apresentaram interacdo rr-stacking com o
TRP188. COELHO (2017) em estudo obteve moléculas com atividade expressiva
in vitro contra a Leishmania, e a mais alta delas possuia o mesmo tipo de
interacdo, com 0 mesmo residuo catalitico.

O composto (MS-05a) com uma metoxila como substituinte, apresentou um
perfil de interacdo semelhante ao do inibidor com o residuo de GLN22, aminoacido
com cadeia lateral polar ndo carregado contendo um grupamento amida, que atua
como um grupamento receptor de interacdo de hidrogénio e o nitrogénio do éter
oximico do ligante proposto bem como ocorre com o nitrogénio da nitrila do
inibidor. Ainda que a enzima rCPB2.8 tenha uma alta afinidade por compostos de
carater basico, o Unico composto que permitiu a interacdo entre o nitrogénio do
éter oximico mais proximo desse perfil foi o MS05a (-OCHs), com um valor médio
de energia entre os demais.

Um inibidor covalente bem-sucedido de proteases de cisteina em sua
forma pré-reativa deve primeiro ser capaz de se encaixar ndo covalentemente no
local de ligacdo da enzima, a fim de trazer o centro eletrofilico para perto do atomo
de enxofre de cisteina, residuo da triade catalitica. Interacdes de ligacdo nao
covalentes, como ligacfes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, idnicas, van der
Waals e processos de de-solvatacdo, sdo responsaveis e importantes pela correta
ligagcdo do ligante. A modelagem molecular aborda rotineiramente essas
contribuicdes ndo covalentes a ligacdo ao ligante sem levar em consideracdo a
contribuicdo da reacéo covalente (VICIK et al., 2006).

Em analogia com estudos anteriores (FEY et al., 2018) no presente estudo
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de acoplamento, foi determinado o potencial para uma possivel formacdo de
ligacdo covalente para a melhor pose de ligagdo dos trés ligantes de maior valor
de GlideScore e da Pentamidina medindo a distancia entre o atomo de enxofre
nucleofilico do residuo de cisteina do sitio ativo e os atomos eletrofilicos do ligante
€ outros possiveis responsaveis por esse tipo de interagdo. Os modos de ligacao
previstos com uma distancia menor que 5,00 A foram interpretados como possivel
geometria inicial para uma formacgéao de ligacdo covalente conforme descrito por
FEY, et al. (2018). Além deles foi considerado também as interacfes de van der
Waals boas entre o ligante e o residuo.

Embora nenhum dos ligantes propostos tenham apresentado interacdo de
hidrogénio, que se caracteriza por ser mais forte que as demais, e de nenhum
outro tipo diretamente com a triade catalitica da enzima (CYS, ASN, HIS) e, uma
vez que o inibidor QL2 apresenta uma ligacdo covalente entre o enxofre da
CYS25 e seu carbono da nitrila, tais medidas foram comparadas a fim de prever
se poderia ocorrer uma possivel interacdo prevendo se os ligantes podem vir a
expressar uma atividade nos posteriores testes de atividade leishmanicida.

O composto MS-05h (-Cl) apresentou uma distancia de 4,07 A entre o
enxofre da cisteina e o atomo de oxigénio do grupamento metilenodioxil do safrol
e 4,81 A com o atomo de carbono do mesmo grupo, além de apresentar trés tipos

de boa interacéo de van der Waals entre esses atomos (FIGURA 31).
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Figura 31 - Estrutura tridimensional representando as distancias de interacdes
possiveis de se tornar covalente entre o enxofre da CYS28 e os
possiveis atomos mais proximos do ligante MS-05d de melhor

valor de GlideScore e suas interacdes em 2D.
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Fonte: da autora.
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J4 a Pentamidina, além de ndo apresentar nenhum tipo de interacdo boa

de van der Waals manteve as distancias entre o enxofre e seus atomos acima de
5,00 A (FIGURA 32). O mesmo ocorreu com o composto MS-05f (-CFs) (FIGURA

33).

Figura 32 - Estrutura tridimensional representando as distancias de interacdes
possiveis de se tornar covalente entre o enxofre da CYS28 e os
possiveis atomos mais préximos do ligante Pentamidina de melhor

valor de GlideScore e suas interagdes em 2D.
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Figura 33 - Estrutura tridimensional representando as distancias de interacdes

possiveis de se tornar covalente entre o enxofre da CYS28 e os

possiveis atomos mais préximos do ligante MS-05f de melhor valor de

GlideScore e suas interacdes em 2D.
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J& o ligante substituido com o Br (MS-05c) foi o que apresentou uma
menor distancia de ligagdo entre o enxofre e 0 oxigénio de seu anel com um valor
de 3,70 A e 4,11 A com o carbono metilenico (FIGURA 34) além de ser
responsavel pelas cinco intera¢cdes boas com o residuo, distancia essa muito
préxima que a da ligagcdo covalente realizada a partir do redocking do inibidor QL2
(FIGURA 35).

Figura 34 - Estrutura tridimensional representando as distancias de interacdes
possiveis de se tornar covalente entre o enxofre da CYS28 e os
possiveis atomos mais préximos do ligante MS-05c¢ de melhor valor de
GlideScore e suas interagbes em 2D.
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Figura 35 - Estrutura tridimensional representando as distancias das menores
interacdes possiveis de se tornar covalente entre o enxofre da CYS28
e 0s possiveis &tomos mais proximos do inibidor QL2 de melhor valor
de GlideScore (redocking) e suas interagdes em 2D.
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Quando comparadas com os resultados obtidos pelo estudo recente de FEY
(2018) tais distancias demonstram um valor mais promissor do que o obtido por
ele, no qual, assim como COELHO (2017), também apresentou moléculas de
aziridina com atividade inibitéria satisfatoria para a Leishmania. J& com base em
resultados obtidos por DE LUCA (2018), a distancia entre os residuos e atomos
eletronegativos da série de benzimidazois esta semelhante com os melhores
resultados de ICso (UM) frente o parasito, com valores acerca de 0,4, 0,5 e 0,6 uM.

Os estudos de modelagem molecular ainda precisam se atrelar aos
ensaios bhioldgicos que devem ser realizados quando as substancias estiverem
sintetizadas. Mas a partir do resultado obtido é possivel prever que os ligantes
propostos tem sim alta capacidade de apresentar atividades expressivas frente ao
parasito. Da analise dos resultados também se ve que a presenca de um
substituinte retirador de elétrons possuem um perfil de ligagdo melhor que os
doadores.

Por outro lado, outro estudo de ancoramento possivel de ser realizado é
com base na descoberta de sitios alostéricos na enzima da rCPB2.8 por COELHO
(2017), responsavel pelo aumento da atividade enzimatica da Leishmania, a fim de
relacionar as substancias a uma possivel ligacdo no local, com a finalidade de se
fazer uma andalise mais completa sobre o0s éteres oximicos propostos

caracterizando suas interacoes.

6.1.4.3 CRK3 e CDC2 humana

O inibidor SFC conhecido por inibir a enzima CDC2 humana, presente na
estrutura cristalogréfica cocristalizado com esta enzima (cédigo PDB: 2R3l), foi
estudado para avaliar sua afinidade com a enzima CRK3 de Leishmania, devido a
similaridade entre as duas enzimas (Tabela 3). Da mesma forma, com o objetivo
de se evitar efeitos adversos indesejaveis devido a possibilidade de existir baixa
seletividade dos compostos propostos com a enzima alvo em relagdo a enzima
humana, ja que as enzimas CRK3 de Leishmania e CDC2 humana possuem
aproximadamente 57% de identidade, buscou-se verificar a afinidade entre as
moléculas propostas e a enzima humana por estudos de ancoramento molecular
(Tabela 4).
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Tabela 3 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores
de energia de interacdo (GlideScore), entre as moléculas da série
proposta e a enzima CRK3, o numero de intera¢des de hidrogénio e os
residuos que participam desta interacdo, boas interacdes de van der

Waals e interagdes rr-stacking.

Ligante GlideScore Ligagéo aa 1] aa Interacédo
(Kcal.Mol™) H stacking boa de vdW
Inibidor -9,562 3 LYS33, 0 346
SCE VALS3
MS-05f -8,666 2 LYS33, 0 358
[CF] VALS3
MS-05h -8,588 1 LYS33 1 PHE88 371
[NO]
MS-05a -8,517 2 LYS33, 0 413
[OCH3] VALS3
MS-05d -8,355 1 LYS88 0 378
[F]
6 GLU12, 0 324
Pentamidina -8,064 VAL8S,
GLU84,
ASP86,
GLU161
MS-05c -8,061 0 0 384
[Br]
MS-05i -7,914 2 LYS128, 0 305
[H] ASN131
MS-05g -7,437 0 0 330
[CI]
MS-05b -6,839 2 TYR82, 0 297
[C(CH3)3] LYS89
MS-05e -6,772 1 ASN131 0 244
[CH3]

Fonte: da autora.

aa = aminoacidos; vdW = van der Waals; H = hidrogénio

Com base nos resultados ilustrado na tabela acima, responsavel pela
enzima CRK3 observamos que a Pentamidina obteve um valor de GlideScore

menor em comparac¢ao com alguns dos compostos analisados. Ja o inibidor SCF,
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foi a molécula que teve maior afinidade com a enzima em questdo. Tanto na
enzima CDC2 quanto na CRKS3, o inibidor resolvido junto com ela, obteve um

valor bem acima que o do farmaco.

Tabela 4 - Resultados do estudo de ancoramento molecular expressos em valores
de energia de interacdo (GlideScore), entre as moléculas da série
proposta e a enzima CDC2 humana, o numero de interacbes de
hidrogénio e o0s residuos que participam desta interacdo, boas
interacOes de van der Waals e interagdes 1r-stacking.

Ligante GlideScore Ligacgéo aa T aa Interacado
(Kcal.mol™) H stacking boa de vdW
Inibidor -10,376 3 GLUS, 0 307
SCE LEU8S3
MS-05i -9,469 1 LEU83 0 308
[H]
MS-05a -8,533 0 1 PHE80 390
[OCHg]
MS-05d -8,318 1 LEU83 0 332
[F]
MS-05e -7,865 1 LYS89 1 PHE80 324
[Chs]
GLU12,
Pentamidina -7,813 6 LYS89, 0 261
ASP145,
GLU162
MS-05f -7,739 1 LYS89 0 323
[CF4]
MS-05¢g -7,203 0 0 302
[C]]
MS-05c -6,732 0 0 298
[Br]
MS-05b -6,274 0 0 356
[C(CHs>)3]
MS-05h -6,109 2 LYS129, 0 310
[NO] ASN132

Fonte: da autora.

aa = aminoacidos; vdW = van der Waals; H = hidrogénio
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A Pentamidina por sua vez apresentou na molécula CRK3 interacdes fortes,
de hidrogénio, com aminoé&cidos do sitio ativo (VAL83 e ASP86), diferente das

interacOes apresentadas pela enzima humana, o que pode estabelecer uma

seletividade maior pela enzima do protozoario, ja que € um dos farmacos de

segunda escolha utilizados atualmente. No entanto, ainda na enzima humana

(CDC), o farmaco foi o que apresentou maior nimero de interacdes de hidrogénio

entre amino&cidos, o que pode explicar sua alta toxicidade.

Figura 36 - Interac6es em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos participantes do

farmaco Pentamidina com os alvos CDC2 humana.

Fonte: da autora.
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Figura 37 - Interac6es em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos participantes do
farmaco Pentamidina com os alvos CRK3.
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Figura 38 - Interacdes em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos participantes
do inibidor SCF com os alvos CDC2 humana.
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Figura 39 - Interacdes em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos participantes
do inibidor SCF com os alvos CRK3.
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As trés moléculas de maior valor de GlideScore na enzima da leishmania,
foram MS-05f (-CF3), MS-05i (-NO2) e MS-05a (-OCHs), todas apresentaram
interacdo de hidrogénio com a LYS33, pertencente ao sitio ativo da proteina além
de duas delas (MS-05f e MS-05a) apresentarem interacdo também com a VALS83,
semelhante ao inibidor enzimatico e, residuo que corresponde a porcéo de hinge
presente no sitio ativo de enzimas quinases dependentes de ciclina. Se
comparados com a enzima humana, a molécula portando um grupo nitro como
substituinte do éter oximico, se trata do ligante mais promissor para a enzima
protozoaria, uma vez que na CDC2 foi a molécula que apresentou menor valor de
GlideScore. Esse composto se caracteriza por possuir grupamento eletronegativo,
retirador de elétrons do anel aromatico, possibilitando a interacdo pi-stacking entre

este anel aromatico e o anel aromatico rico em elétrons da PHES8O.

Figura 40 - Interacdes em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos participantes da
molécula MS-05i com o alvo CRK3.
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Figura 41 - Interacbes em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos
participantes da molécula MS-05f com o alvo CRK3.
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Figura 42 - Interacbes em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos
participantes da molécula MS-05a com o alvo CRK3.
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A molécula MS-05a (-OCHz3), ainda que com um valor de interagdo alto na
CRKS3, também apresentou alto valor na enzima humana e maior numero de boas
interacdes de van der Waals em ambas, o que demonstra que a busca por uma
molécula especifica para o parasito deve ser criteriosa. De acordo com os valores
obtidos, a presenca de grupamento volumoso doador de elétrons no anel aroméatico
para-dissubstituido resultou na piora do perfil de interacdo entre a CRK3 e os
compostos, conferindo as moléculas MS-05b [-C(CHz)s] e MS-05e (-CH3) um menor
valor de GlideScore, com excessao da MS-05a que portava a metoxila nessa
posicéo.

A maior parte das interacdes entre os éteres oximicos e a enzima CRKS3 se
deu principalmente no oxigénio da metilenodioxila e, no caso da molécula MS-05a
(-OCHs), com o nitrogénio oximico, o que demonstra uma boa escolha do
esqueleto da molécula, que pode proporcionar ligacdes de hidrogénio fortes.

As moléculas portando um fldor (MS-05d) e um hidrogénio (MS-05i),
demonstraram interacdo de hidrogénio com a LEU83, aminoacido que na enzima
da leishmania muda para VAL83 e, por apresentarem esse perfil de interacdo, nao
demonstram moléculas que possam ser seletivas nesse caso, uma vez que tanto
a valina, quanto a leucina, se trata de aminoacidos apolares e de carga neutra.
Vale ressaltar que a molécula substituida por um hidrogénio (MS-05i), que
apresentou o menor valor de energia de ligacdo seguida apenas de seu inibidor na
enzima humana, também pode ser uma alternativa a ser estudada, para outros
fins, uma vez que a CDC tem um papel crucial na regulacdo da divisdo celular e
sua atividade anormal esta intimamente relacionada com diversos tipos de cancer
um inibidor seletivo da enzima humana pode ser uma proposta de um protétipo a
farmaco quando se tratado da inbicdo dessas células anormais em casos de

cancer e desregulacdo da mesma (GRANT et al., 2004).
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Figura 43 - Interacdes em 3D e 2D e seus respectivos aminoacidos participantes da
molécula MS-05i com o alvo CDC2 humana.
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A comparacado entre as moléculas e estudos feitos até agora, nos traz uma
boa expectativa sobre os ligantes, uma vez que foi possivel obter sucesso na
modelagem por homologia da enzima quando comparadas as cadeias de
aminoacidos entre elas. CLEGHORN (2011) e PEREIRA (2013) relataram que as
divergencias nas cadeias laterais de aminoaciso da CRK3 com a CDC2 humana
se tratava da substituicdo de PHE82 e LEU83 com tirosina e valina na CRK3,
GLN85 ¢é substituido por alanina e HIS84 por glutamato (PRAJAPATI; PANDEY,
2017), o que ocorreu com a estrutura modelada, demonstrando que n&do houve
divergencias entre os modelos e um sucesso na homologia.

A partir dos resultados obtidos com os estudos da modelagem
computacional, uma vez que foi verificado in silico um perfil de afinidade adequado
das moléculas propostas para gerar um efeito bioldgico inibitério nas enzimas em
guestao, o planejamento e execucao da rota sintética para obtencédo dos produtos
se deu a sequir. A fim de, futuramente, serem feitos estudos de atividade biolégica
para correlacionar os resultados obtidos na modelagem e testes de atividade in
vitro e in vivo. Para isso, foi realizada a etapa sintética através da rota proposta
com o objetivo de gerar os derivados oximicos puros além de corroborar a

proposta de uma rota simples, reprodutivel e eficaz.

6.2 ETAPA SINTETICA

Os métodos de sintese e suas caracterizacdes sao descritos a seguir.

6.2.1 Reacdo de Isomerizacao do Safrol (MS-01)

Reacdes de isomerizacdo sdo abordadas na literatura a partir de diversas
metodologias, em sua maioria tais reac¢des utilizam como catalisador alcalis, como
por exemplo o KOH, em solucdes alcodlicas sob altas temperaturas, iSso pois esta
metodologia € comum para conversdao de muitos alilbenzenos em seu isémero
correspondente (CREMASCO; BRAGA, 2010). Em 2010, CREMASCO e BRAGA
realizaram reagéo de isomerizacao diretamente com o 6leo essencial de Pimenta
longa, rico em safrol, com NaOH por pouco tempo de reacéo obtendo cerca de
97% de rendimento.

Outras metodologias ja foram reportadas para a reacdo de isomerizacao,
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isso ocorre devido seu rico emprego como intermediario na sintese de compostos
mais complexos. Um estudo de revisao recentemente publicado detalhou diversas
reacoes e seus mecanismos gerais de isomerizagcdo de alilbenzenos, dentre elas
reacdes mediadas por bases, metais de transicao, hidreto de sédio, catalisada por
Pd, na presenca e ausencia de solventes e em tempos variados de reacao
(HASSAM et al., 2015).

No estudo que se segue, optou-se pela metodologia classica descrita por
KAISER; DOMBA,; SKIBBE (1962) e utilizada posteriormente por BARREIRO;
LIMA (1992), fazendo uso de KOH/n-BuOH (3M) sob refluxo que, além de barata e
simples, ndo depende de muitas horas de duracéo e fornece bons rendimentos do
produto desejado, levando também em conta a maior reatividade do potassio com
relacéo ao soédio (SOLOMONS; FRYHLE, 2009).

O produto da isomerizacdo da dupla ligagdo na cadeia lateral do anel
aromatico do safrol, 5-(prop-1-en-1-il)benzo[d][1,3]dioxola ou isosafrol (MS-01), se
apresentou de forma termodinamicamente estavel, apos a purificacdo. O
isolamento do produto foi necessario, visto que, no acompanhamento por CCD da
reacao que utiliza como catalisador o hidréxido de potassio (KOH) em n-butanol,
houve a formacédo de um subproduto mais polar e ainda, o solvente empregado
nao é completamente removido em evaporador rotativo, como 0 ocorrido na
metodologia baseada. O subproduto foi mandado para analise de RMN, mas
mesmo assim nao foi possivel identifica-lo, tornando-o um empecilho para a
obtencao de rendimentos maiores, acerca de 90% como relatado comumente na
literatura. O rendimento maximo desta etapa, apds purificacdo, foi de 77% na
forma de um Oleo amarelo.

O mecanismo da reacdo de isomerizacao do safrol (FIGURA 44), inicia com
a desprotonacao do carbono vizinho a dupla ligacdo pelo hidréxido de potassio,
gue é uma base forte e, com isso, o carbono assume uma carga negativa. Esse
carbono com carga negativa forma a dupla a ligacdo com o carbono adjacente, no
mesmo instante a carga se desloca para o metileno. Esse entdo, abstrai o préton
de uma agua e se estabiliza formando um grupamento metila. Como a base
funciona como um catalisador da reacdo, a mesma é recuperada no final (LIMA,
1989).
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Figura 44 - Proposta do Mecanismo de reagéo da isomerizagdo do safrol.
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Fonte: adaptado de LIMA (1989).

De acordo com o observado no espectro de RMN *H, a isomerizacdo do
alceno da molécula do safrol confirmou-se pela presenca de um dupleto em & 1,85
ppm (J = 6,43 Hz) atribuido ao hidrogénio da metila terminal do isosafrol (H12). O
simpleto em & 5,94 ppm foi relacionado aos hidrogénios da metilenodioxila (H8),
confirmando-se pela sua intensidade e deslocamento devido a ligacdo direta ao
atomo bastante eletronegativo de oxigénio, e os simpletos em 6 6,89 € 6 6,74 ppm
(H6, H3, H4) referente ao deslocamento quimico dos trés hidrogénios do anel
aromatico, mais proximos da faixa entre & 6.00-7.00 ppm que, ainda que
aparecam 1 simpleto e 1 dupleto, respectivamente, demonstra uma possivel
sobreposicao dos sinais dos hidrogénios aromaticos acoplados nas posicdes 3 e
4, apresentando uma constante de acoplamento 3J de 12,72 Hz. Em & 6,07 ppm
(H11) (dd, 1H, J = 6,57 Hz e 15,69 Hz) e 6 6,32 ppm (H10) (dd, 1H, J = 15,66 Hz)
ocorreram sinais atribuidos aos hidrogénios vinilicos, confirmados pelas
constantes de acoplamento, que confirma a ligagdo entre os hidrogénios da cadeia
alilica e, por apresentarem constantes de acoplamento préximo de 15 Hz, indica

gue a molécula (MS-01) assume a conformagédo trans (PAVIA et al., 2010).
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Figura 45 - Espectro de RMN de *H da substancia MS-01 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: da autora.

No espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls) (Espectro 2, Pagina 130), na
presenca de 10 carbonos diferentes na molécula, a formacdo do isosafrol se
confirma principalmente pelo deslocamento quimico em & 18.40 ppm que
evidencia a formacdo da metila (-CHs) bastante desblindada e ausente na
molécula de safrol, confirmada pelo espectro de RMN DEPT 135 (75 MHz, CDCl5)
abaixo na mesma figura. O metileno (-CH2), com seu sinal em & 100.92 ppm,
indica o carbono ligado aos dois oxigénios que apresenta menor deslocamento do
gue um metileno vicinal terminal. Além disso foi possivel perceber a presenca de
trés sinais com menor intensidade atribuidos aos atomos de carbono quaternario
do anel aromético (com deslocamentos acima de & 130.00 ppm) e o deslocamento
quimico em & 123,94 e 130,54 ppm referente aos carbonos com hibridizacédo sp?
da dupla do isosafrol, confirmando o produto reacional cuja estrutura ja encontra-
se descrita na literatura (MOHOTTALAGE; TABACCHI; GUERIN, 2007). O auxilio
de DEPT 135 nesse caso foi bastante importante, principalmente por demonstrar

apenas um sinal de metileno.
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6.2.2 Reacéo de Vilsmeier-Haack (MS-02)

Ap6s a obtencdo do isosafrol (MS-01) a etapa subsequente consiste na
obtencé@o de um intermediério indanonico (MS-02).

A obtencao da indanona por meio do produto de partida safrol poderia ser
uma hipoétese, bastante atrativa, para obtencdo do produto desejado. BARREIRO
(1989) relatou a conversao da dupla ligacdo alilica em etilcarboxila com posterior
ciclizacdo por meio de quatro etapas, dentre elas a bastante conhecida acilacao
de Friedel-Crafts. No entando a alternativa ndo parecia viavel devido a grande
guantidade de etapas e baixos rendimentos relatados. Anos depois, BARREIRO e
LIMA, (1992) volta a descrever a obtencéo da indanona, agora com o reagente de
Vilsmeier-Haack, utilizada para a introducdo de uma unidade aldeidica em
sistemas aromaticos, por meio de uma reacdo de substituicdo -eletrofilica
aromatica, que se mostrou mais acessiva no estudo atual.

A obtencéo da 6-metil-6,7-dihidro-5h-indeno[5,6-d][1,3]dioxol-5-ona (MS02),
ocorre por meio da formacéo de uma ciclopentanona substituida com uma metila,
a partir de dimetilformamida (DMF) e oxicloreto de fésforo (POCI3), subsequente a
uma etapa de ciclizacdo. O produto da reacao, também precisou passar por
purificacdo, devido a formacdo de subprodutos. O rendimento maximo desta
etapa, puro, foi de cerca de 60%, como um sélido alaranjado.

Esta etapa comeca com a formacao do reagente de Vilsmeier-Haack. O ion
cloroiminio, obtido pela reacdo de uma amida substituida (DMF) com o oxicloreto
de fosforo (POCIz) conforme ja descrito anteriormente.

A proposta de mecanismo (FIGURA 46) para a formacdo da indanona a
partir do isosafrol (MS-01) é com base em ciclizacfes de Vilsmeier-Haack levando
a formacdo de aminoindenos, que posteriormente sofrem hidrolise de modo a
produzir indanonas. O reagente de Vilsmeier ira atuar como um eletréfilo e o
isosafrol como um nucledfilo. O oxigénio do anel metilenodioxifenilo do isosafrol,
gue é um grupo doador de elétrons, doa um par de elétron, de tal forma que o anel
entra em ressonancia e os elétrons da dupla ligacdo consigam atacar o eletrdfilo.
Adiante a olefina perde um préton e o anel retoma a sua aromaticidade. O
nitrogénio (advindo do ion iminico), que também é um doador de elétrons doa um
par de elétrons para formar a dupla e, o cloro como bom grupo abandonador, é

eliminado. O ponto chave para que a ciclizagdo ocorra € a formag¢do do isbmero
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(2) e a etapa de aquecimento durante a reagcdo é o fator limitante para este ser
formado, visto que temperaturas altas favorece a sua formacao (WITIAK et al.,
1974).

ApoOs a saida do cloro sdo formados hibridos de ressonancia, porém para
que haja o ataque nucleofilico do anel, o carbono precisa estar deficiente de
elétrons, portanto este hibrido € o favorecido. A retirada do proton por uma base
(CI") retorna a aromaticidade do anel. Com isso, 0 meio aquoso fortemente basico
proporciona a isomerizagdo da dupla ligacdo de alilamina e ocorre a hidrélise da
enamina gerada, produzindo o derivado indanénico (MS-02) (WITIAK et al., 1974).

Figura 46 - Mecanismo da reacéo de Vilsmeier Haack seguida de ciclizacao do
Isosafrol (MS-01)

s
" T/ H )\'/
w H N

i A i P | s N
< \ S <,\ . < ~

b ARG = HT—q: o H(I:—(_:_I:
He} -
= AN @ /("\

-
MsS-01
\K:(}:ﬁ

4 = ¢ ° Y S
o Adigio de NaOHyq) 'O < cH < +CH
\ Con ¢ [ e |
g }'f\ AN

| o

('H@H
o G G

N: ‘\\
\

T |

Fonte: adaptado de WITIAK (1974).

Em 2000, PAUL, GUPTA e GUPTA testaram a reacéo de Vilsmeier Haack

por irradiacdoes de microondas, que levaram o tempo de reacdo a cair de 6 horas
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para menos de 3 minutos em sua maioria, mantendo bons rendimentos. Ainda que
na literatura os relatos dos produtos obtidos por meio da reacao, indiquem altos
rendimentos, acima de 70%, ndo foi o observado na pratica, na qual 0 maximo
obtido foi acerca de 60%. Sendo assim, a justificativa para isso pode ser devido o
baixo controle da atmosfera e muitas vezes da temperatura, devido a néo
obtencao de vidrarias e equipamentos adequados para essa finalidade, uma vez
gue no laboratério de estudo ndo ha um sistema eficaz de vacuo/gas inerte que
possa manter a reacado nesse estado e, muitas vezes a oscilagdo de temperatura
devido a utilizacdo de banho de glicerina em chapas aquecedoras que oscilam
muito do valor requerido.

A analise de RMN *H realizada do produto de intesse (FIGURA 47), exibiu
em & 1.28 ppm um dupleto indicativo da presenca da metila (H14) ligada
diretamente ao centro assimétrico da indanona, com uma constante de
acoplamento igual a 7,38 Hz com o hidrogénio a carbonilico (H11). O sinal em &
6.05 ppm referente aos hidrogénios da metilenodioxila (H8) se manteve, porém
mais deslocado e, agora, os hidrogénios aromaticos em & 6.80 e & 7.09 ppm
simplificaram-se em simpletos bem visiveis, sendo o mais desprotegido (H6)
referente ao da posicao orto ao grupo retirador de elétrons (cetona da indanona).
O sinal do hidrogénio ligado ao novo centro assimétrico formado (H11) se deu por
meio de um multipleto com integral proximo de 1, na faixa entre & 2.67 — 2.75 ppm,
enquanto que os hidrogénios mais blindados do metileno (H10) se desdobraram
em dois duplos dupletos em 6 2.60 (J = 3,57 ¢ 16,87 Hz) e 6 3.27 (J =7,5¢e 16,9
Hz) apresentando acoplamento geminal e vicinal com o hidrogénio do novo centro

assimétrico (H11).
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Figura 47 - Espectro de RMN de *H da substancia MS-02 (CDCls, 300 MHz).

mmmmmmmmmmmmmmmm
MNNNRNRRRRGOOoonn NN

mommaNNNNNNNNNNNN H

N e ) (300000

6.05

g 8
NI
Il
280000

260000

o o -

200000

dmwm mymacomsoNmwe
EREEN SRRRREE8 Q0 R"
RHen QANARNGNddddd
NV ==\l 40000 - 180000
O
I 160000
/13 T 4 e
6 | -
1
/ (7)\ 1/ A 5 \ - 140000
8 ‘ ‘ 1+~ C| L
\ P / 14H3 20000 I 120000
o = 10
9 s | 10000 100000
80000
3 s g e
- S - 60000

T T T T T T T T T T T T T
35 34 33 32 3.1 3.0 29 28 27 26 25 24 23
| f1 (ppm) 40000

) 20000

Y

ENETY k)

0.84T
1.027
3.05x

-20000

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

5.0
f1 (ppm)

Fonte: da autora.

Os valores descritos foram confirmados na literatura, onde BARREIRO &
LIMA, 1992 atribuem os 3 hidrogénios (H11 e H10) a um multipleto na faixa de &
2.34 — 3.55 ppm; mais a frente, KLOSIN et al., em 2000 registra uma patente
(W02000069871A1) descrevendo dois duplo dupletos e um multipleto conforme
foi caracterizado, obtendo constantes de acoplamento muito préximas, nao
diferente de LIMA; GABRIEL; CASTRO no mesmo ano (2000).

O espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) (Espectro 4, Pagina 131),
mostra a presenca de 11 carbonos diferentes na molécula. O sinal caracteristico
gue confirma a formacgéo da indanona foi o0 aparecimento do carbono da carbonila
cetbnica, em & 207.47 ppm (C12). Logo apds, a presenca dos metilenos em &
102.53 ppm (C8) e & 34.93 ppm (C10) confirmadas pelo RMN 13C DEPT 135
caracterizaram o fechamento do anel, juntamente com a metila em & 16.61 ppm e

ao carbono assimeétrico em & 42.44 ppm.



103

6.2.3 Reacdo de C-alquilacédo do centro assimétrico (MS-03)

A etapa subsequenque foi a eliminacdo do centro assimétrico da metila da
indanona por meio de uma C-alquilagdo. O hidrogénio a-carbonilico foi substituido
pelo grupamento metila. A metodologia aplicada foi baseada em estudos
realizados por RANU e JANA em 1999, com adaptacdes, utilizando CHzl em meio
bésico e explorando a acidez relativa do hidrogénio a. No artigo, RANU e JANA
utilizam como base forte o LDA, que aqui foi substituido por terc-BuOK, ja utilizado
pelo grupo de pesquisa e descrito também em CLAYDEN et al., 2001, com
rendimentos altos. O terbutéxido de potassio (tercBuOK) apresenta caracteristicas
basicas favorecendo a desprotonacdo do carbono a, com a formagdo do ion
enolato; em seguida os elétrons 1 do ion enolato atacardo o carbono eletrofilico
do iodeto de metila promovendo uma substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2)
finalizando a reagdo com formagédo do derivado indandnico com as metilas

geminais. O mecanismo reacional esta representado na figura a seguir:

Figura 48 - Mecanismo reacédo da formacgao do intermediario (MS-03) por meio de

um C-alquilacéo do intermediario indanénico (MS-02).

<j©fx { Os

MS-02 ‘U

s

MS-03

Fonte: adaptado de CLAYDEN (2001).
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A reacao foi realizada a temperatura ambiente por 12 horas, resultando no
composto di-metilado (MS-03), na forma de um sélido amarelado, com 77% de
rendimento.

Outras metodologias citam a metilacdo em aromaticos (ortometilacéo)
utilizando terc-BuLi, éter e CHal, porém em temperaturas extremamente baixas,
como € o caso de SOUZA e ALMEIDA (2002). Recentemente, um estudo relatou a
alquilagcdo de indanona por meio de CHsCl (iodometano) em meio bdésico
(tolueno/NaOH) na presenca de um catalisador, um sal de aménio quaternario,
porém o tempo de reacao ainda era maior que o realizado, cerca de 18h (FINELLI;
SANTOS; FROTA, 2019). Nesse caso optou-se por realizar a metodologia ja
conhecida de RANU e JANA (1999).

Aqui, foi utilizado, tanto K(s) e terc-BuOH para formacdo do terc-BuOK,
guanto o mesmo ja pronto. De forma que, com o0 reagente ja pronto, o rendimento
foi maior.

Nessa reacao, que depende de atmosfera inerte, bem como a de Vilsmeier-
Haack, foi possivel perceber uma melhor manutencdo do argbnio utilizado, que
gerou rendimento maior. Isso, pois ela é realizada a temperatura ambiente e, a
auséncia de um condensador para sistema de refluxo associada a néo
necessidade de controle de temperatura, diminui a probabilidade de vazamento e
oscilacBes nas condicdes especificas de reacao.

O espectro de RMN H (FIGURA 49) permitiu a confirmacdo da metilacdo da
indanona por meio do desmembramento do dupleto da metila do centro
assimétrico para um simpleto em & 1.20 ppm (H14 e H15) referente as metilas
geminais e a formacao de outro simpleto em & 2.87 ppm referente ao metileno
adjacente (H10). Os sinais dos hidrogénios aromaticos e da metildioxila se

mantiveram.
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Figura 49 - Espectro de RMN de 'H da substancia MS-03 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: da autora.

Com o auxilio do espectro de RMN 133C (Espectro 6, Pagina 132) a
evidéncia ficou mais clara a partir do sinal das metilas (C14 e C15) com alta
intensidade em & 25.42 ppm além da manutenc¢ao do sinal aparente da carbonila
cetdnica em 6 209.45 ppm e a presenga de um carbono terciario em 6 46.04 ppm
(C11) substituindo o carbono assimétrico descrito anteriormente. Tais valores de
deslocamento quimico corroboram a proposta estrutural, demonstrando a
ocorréncia da formacédo do intermediario indanénico bidesmetilado.

No entanto, outras analises poderiam ser realizadas para a confirmacdo do

produto obtido, como por exemplo a inje¢cdo em um espectrometro de massas.
6.2.4 Reacdo de obtencéo do derivado oximico (MS-04)
Ao explorar o carater eletrofilico da carbonila cetbnica, a etapa posterior a

alquilacdo da indanona, se deu por meio de uma reagao de adicéo de cloridrato de

hidroxilamina. Esta reacéo foi realizada na presenca de acetato de sodio em uma
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mistura 8:2 de metanol/agua a 65 °C por 48 horas, adaptado de GOPALSAMY,
2006.

As oximas, grupos bastante conhecidos pela sua versatilidade na obtencéo,
facilidade de conversédo (da oxima a carbonila) e pelo seu carater protetor, sdo
frequentemente escolhidas como intermediarios para diversos compostos
(SARKAR; GANGOPADHYAY, 2015).

As alternativas a sintese de oximas sao das mais variadas quando se faz
uma busca na literatura. Ausente de catalisador e solvente, DAMLJANOVIC;
VUKICEVIC; VUKICEVIC (2006) realizou a sintese de ciclohexanonas com
cloridrato de hidroxilamina e NaOH por meio de moagem com gral e pistilo durante
30 a 40 minutos em T.A com obteng¢éo de rendimentos proximos a 100%. KIASAT
(2004), prop6s metodologia parecida, poréem com uso de silica e agua como
catalisador, diminuindo esse tempo para 9 minutos e mantendo altos rendimentos.

Outras descri¢des citaram o uso de irradiacdes por microondas (KAD et al.,
2001), catélise por resina de troca idnica (BALLINI; BARBONI; FILIPPONE, 1997),
bem como a facil interconversdo de oximas novamente em cetonas ou aldeidos
(ALI et al., 2006).

Os rendimentos para obtencdo das oximas também sdo bastante
conhecidos por serem proximos de 90%. Sendo assim, optou-se pela metodologia
classica e ja realizada no laboratério, adaptada de NIWA (1984) utilizando o
cloridrato de hidroxilamina na presenca de acetato de so6dio em uma mistura 8:2
de metanol/agua a 65° C por 48 horas.

Para a obtencéo do intermediario oximico (MS-04) reagiu-se o produto MS-
03 com cloridrato de hidroxilamina (NH2OH.HCI) em solug&o hidrometandlica na
presenca de acetato de sédio, um sal basico que tem a finalidade de favorecer o
ataque nucleofilico da hidroxilamina ao carbono carbonilico para que ocorra a
reacdo de adicao nucleofilica com a producéo dos diasterisbmeros (E/Z) oximicos,

0 mecanismo da reacéo esta ilustrado abaixo (FIGURA 50):
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Figura 50 - Proposta mecanicistica para a obtengédo de um derivado oximico
(MS-04) a partir de uma cetona (MS-03).

H;N——O——H (_A )—T)
C O\J > N——OH

MS-03
H
H\o N—-—OH HO N——OH
o)
< HCl <
-—
o)
- Hzo

Z
\+
(o]
I
—

o — <

Fonte: da autora.

MS-04

A obtencdo de intermediarios oximicos a partir de cetonas é bastante

comum, e descreve rendimentos bastante altos acima de 90%.
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Figura 51 - Espectro de RMN de *H da substancia MS-04 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: da autora.

A analise do espectro do RMN 'H (FIGURA 51) permitiu identificar os
hidrogénios referentes a molécula do produto obtido, com as atribui¢des iguais ao
do produto anterior (MS-03), & 1.32 ppm referente as metilas geminais do carbono
a a carbonila e o metileno adjacente em & 2.83 ppm, a metilenodioxila e
aromaticos entre & 6.00 e 8.00 ppm. No entanto, o deslocamento do H3 que
anteriormente era proximo a & 7.00 ppm e agora esta proximo a d 8.00 ppm € um
indicativo que a carbonila gerou a oxima. No espectro de RMN 13C (Espectro 8,
Pagina 133) a auséncia do sinal da carbonila cetonica préxima de & 209.00 ppm e
presenca de um sinal em & 165.09 ppm demonstra sua substituicdo por uma
imina, caracteristica nessa regido. Com o auxilio de RMN 3C DEPT 135 é
possivel observar que o carbono iminico ndo possui hidrogénios ligados a ele. A
aparicdo de uma banda alongada em 3251cm™ no espectro de IV (O-H) e a
substituicdo da banda forte de C=0O por uma em 1603cm-t (C=N), também
confirma o esperado (FIGURA 52).
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Figura 52. Espectro de IV (KBr) da substancia MS-04 (cm™).
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Fonte: da autora.

Uma vez que o hidrogénio referente a hidroxila oximica (C=N-OH) nao
apareceu no espectro de RMN H, através do NOESY néao foi possivel identificar o
isbmero obtido, no entanto com o deslocamento de H3 proximo de 8,0 ppm

acredita-se que se trate do isdmero Z.

6.2.5 Reacédo de obtencéo dos éteres oximicos (MS-05)

Em prosseguimento a rota sintetica descrita, a oxima (MS-04) foi submetida a
reacdes de acoplamento com os respectivos haletos de benzila p-substituido, para
fornecer a série de éteres oximicos (MS-05a-h) desejados. A metodologia foi
baseada no estudo de Li (2002) a temperatura ambiente na presenca de uma base
forte (KOH) em meio DMSO/H.0O (8:2), e o tempo de reagdo para cada produto
variou entre 30 minutos a 2 horas.

A reacao acontece, de forma geral, conforme ilustrado na Figura 53, com a
desprotonacdo do intermediério-chave pelo ion hidroxila. Em seguida, acontece a

reacdo de substituicdo nucleofilica no haleto de benzila, com a saida de ion cloreto
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ou brometo (X = Cl ou Br), obtendo-se o derivado éter de oxima de interesse.

Figura 53 - Proposta mecanicistica para a obtengéo da série de éteres oximicos

(MS-05a-h) a partir da oxima (MS-04).
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Fonte: da autora.

Os compostos MS-05a-h foram caracterizados por espectroscopia na regiao
do IV, RMN de tH e 13C. Nos espectros na regido do 1V dos derivados em geral (a-h)
observou-se o desaparecimento da banda O-H (u = 3251 cm), evidenciando a
formacdo do produto de interesse (Espectros 9, 11, 15, 16, 20, 23, 26 e 29 -
ANEXOS).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 54), as principais caracteristicas
espectroscopicas observadas foram o aparecimento de um sinal nas regides entre
5,0 e 5,2 ppm, referente aos hidrogénios das fungbes éteres de oximas (C=N-O-
CHy). Além disso, com a permanencia do deslocamento de H6 préximo a 8,0 ppm,
caracterizou-se os produtos como isbmero Z. Observou-se também na regido dos

aromaticos um sistema AABB’, dois dupletos, com valores de acoplamento de
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aproximadamente 8,5 Hz evidenciando a presenca de aneis aromaticos p-

dissubstituidos.

Figura 54 - Espectro de RMN H da substancia MS-05a (CDClIs, 300 MHz).

R 88 858 E b b} R & 120000
XoRz 383 3 b 3 N b
I\ I
I 110000
I 100000
/ / f f f f 90000
80000
28 &85
R 38 "
i i | 20000 H3CO, L 70000
20
/ / — 21
I 15000 "
» 60000
k1
‘ N, 0000 N
| v 50000
5000
o) I Fo 40000
~ a @
S 2 3
T T T T T T T T |
75 74 73 72 71 7.0 69 A=
f1 (ppm) - 30000
- 20000
|
‘ X " L I 10000
| | k
T T I s . I { d
T R 5 2 9 5 5 5 3
= - - o - - = — © -10000
; . . . . . . . . . . . . . . . . . )
0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0

4.5
f1 (ppm)

Fonte: da autora

Ja nos espectros de RMN de 3C (FIGURA 55) dos derivados (MS-05a-h)
observou-se o aparecimento de sinais na regido de 6 75,0 a & 76,0 ppm, que foram

atribuidos aos carbonos dos éteres oximicos (C=N-O-CHy).
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Figura 55 - Espectro de RMN de 13C e DEPT 135 da substancia MS-05a (CDCl3, 75
MHZz).
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O perfil de sinais nos espectros de RMN, se repetiram dentre os diferentes

produtos da série com variacbes pequenas de deslocamento quimico devido as

diferencas dos substituintes na posicao para ao anel, como por exemplo a diferenca

de eletronegatividade. O mesmo ocorreu com o padrdo de bandas dos espectros de

IV, como pode ser observado nos espectros expostos em anexo.

A obtencdo dos éteres oximicos foi obtida em todas as reagdes, no entanto
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em algumas delas (MS-05 c, e, f, g) ha a presenca de uma impureza de dificil
remocéo, proveniente da formacdo de um possivel alcool com o reagente haleto de
benzila utilizado. Evidenciada no RMN de 'H de todas, pelo sinal préximo de 4,5
ppm referente ao que seria o hidrogénio da metila ligada a hidroxila do alcool, e de
dois dupletos a mais na regido dos arométicos (entre 7,0 — 7,5 ppm), eles possuem
integrais que correspondem a hipétese gerada, bem como no espectro de RMN de
13C pela presenca de uma metila proximo de 70 ppm e a duplicagdo dos carbonos do
anel para dissubstituido (entre 100 e 140 ppm), confirmados pelo DEPT 135. Ainda
gue o sinal seja semelhante ao do reagente utilizado, através de CCD, foi possivel
perceber a diferenca de Rf, deduzindo a formag&o de um alcool ao invés do excesso
do reagente em questdo. A figura abaixo ilustra o espectro da amostra MS-05¢c com

a impureza como exemplo.

Figura 56 - Espectro de RMN H da substancia MS-05c¢ (CDClIs, 300 MHz).
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Fonte: da autora.

Os dupletos expandidos demonstram em 7.46 e 7.49 ppm 0s sinais que se

referem a impureza, com uma constante de acoplamento proximo de 3 Hz, além do
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simpleto em 4.49 ppm. Os demais sinais sdo referentes ao produto formado,

substituido com um Bromo.

Figura 57 - Espectro de RMN de 3C e DEPT 135 da substancia MS-05c (CDCl3, 75

MHz).
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No espectro de carbono a expansao demonstra os sinais que nao fazem parte
do produto, caracteristicos da formagédo de um é&lcool para-dissubstituido. A possivel

reacao de formacao do alcool esta ilustrada abaixo:
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Figura 58 - Reac¢édo de formacéo do &lcool proposto como impureza a partir da

hidroxila da agua com o reagente correspondente haleto de benzila.
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Fonte: da autora.

Através do espectro de massas (FIGURA 60) obtido da substancia em

guestao, foi possivel caracterizar a presenca do alcool (1) e seu possivel fragmento

(2):

Figura 59 - Proposta de fragmentacédo da molécula de alcool sugerida.
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Fonte: da autora.

Com um peso molecular de 187,03 g/mol, o &lcool oriundo do reagente
Cloreto de 4-Bromobenzila (Figura 59-1), caracteriza-se pelo pico em 188,09 [M+H"]
com abundancia relativa alta, diferente dos produtos puros que ndo apresentaram
esse pico caracteristico referente ao alcool do haleto de benzila correspondente.
Além dos picos comuns da molécula MS-05c (388,05 e 169,11) a presenca de um
fragmento com m/z 107,16 se refere a proposta de fragmentacao do alcool (FIGURA
59-2), com a perda do Bromo, uma vez que C-Br se trata da ligagcdo mais fraca na

molécula e devido a estabilidade da hidroxila.
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Figura 60 - Espectro de Massas da substancia MS-05c.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

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

A presenca do grupamento metilenodioxila (C-O-C) e oximico (C=N-O-R) foi
essencial para interagcdo entre os compostos da série e as enzimas CRK3 e
rCPB2.8 nos estudos de ancoragem molecular. Na enzima rCPB2.8, compostos
contendo grupamentos doadores de elétrons ao anel aromatico p-dissubstituido
pelo efeito de ressonancia apresentaram uma atividade leishmanicida de
magnitude ligeiramente maior que aqueles contendo grupamentos retiradores de
elétrons devido ao aumento da densidade eletrbnica neste anel e possibilitando
uma interacao mais forte do tipo r-stacking e céation-1r. Que foi o que ocorreu com
as moléculas de maior interacéo ligante-receptor, com substituintes como CI (MS-
059) e Br (MS-05c), e da interacdo entre os elétrons do anel aromatico do ligante e
dos aminoacidos TRP188 e TRP192 uma vez que que tais aminoacidos fazem
parte de um dos subsitios de interacdo com o substrato e proximo ao sitio ativo
das cisteino proteases. Além disso as distancias entre atomos possiveis de
realizar uma ligacdo covalente da molécula de interesse e o residuo de CYS28
(equivalente a CYS25 do molde), parte do sitio catalitico da enzima, também
apresenta a possibilidade de formacédo desse tipo de ligacdo, o que seria essencial
para atividade inibitéria da enzima.

Na enzima CRK3 a obtencdo de valores de energia de ligacdo de trés dos
compostos sintetizados MS-05a (-OCH3), MS-05i (-NO2) e MS-05f (-CF3) demonstra
a afinidade ligante-receptor dos mesmos, melhores que a do farmaco Pentamidina,
nos dando a possibilidade da obtencdo de moléculas promissora no ambito da
criacdo de novos protétipos a farmacos. O composto MS-05i (-NOz), confere a

melhor molécula sintetizada quando comparada a enzima CDC2, na qual apresentou
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alta seletividade pela enzima do parasito e baixa pela humana. Por sua vez o
composto MS-05f (-CF3) abrange as duas classes de enzimas, tanto da rCPB2.8
guanto da CRKS3, quando se trantando de energia de interagcdo na enzima CRK3 e
de melhores interacdes de van der Waals na enzima rCPB2.8.

A série de derivados oximicos obtidos a partir do Safrol (MS-05a-h) foram
sintetizados com rendimentos variaveis e suas estruturas foram caracterizadas por
espectroscopia de absorcdo na regido do IV, por RMN e EM. A presenca de uma
impureza dificultou a obtencédo do produto puro com altos rendimentos, no entanto
através da analise do produto pelo espectro de massas, foi possivel observar que
nao interferiu na sua obtencao.

Os compostos apresentaram propriedades fisico-quimicas desejaveis nos
estudos teodricos, indicando boa solubilidade e permeabilidade em membranas
pela administracao via oral.

Os resultados demonstram a possibilidade de interacdes favoraveis entre as
moléculas propostas inéditas e as enzimas selecionadas para estudos bioldgicos,
com isso existe a expectativa de uma futura colaboracgéo cientifica para a execucao
de ensaios farmacoldgicos in vivo e in vitro para confirmacdo e correlacdo dos
resultados observados in silico e a busca de um andamento no estudo, promissor na

area.
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Espectro 6 - Espectro de RMN de *C e Subespectro DEPT-135 de *C da substancia

MS-03 (CDCls, 75 MHz).
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Espectro 21 - Espectro de RMN de *H da substancia MS-05e (CDClz, 300 MHz).
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Espectro 22 - Espectro de RMN de *3C e Subespectro DEPT-135 de '3C da substancia

MS-05e (CDCls, 75 MHz).
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Espectro 23 - Espectro de absor¢ido na regido do IV (KBr) da substancia MS-05f (cm™).
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Espectro 24 - Espectro de RMN de 'H da substancia MS-05f (CDCls, 300 MHz).
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Espectro 25 - Espectro de RMN de **C e Subespectro DEPT-135 de *C da substancia
MS-05f (CDCls, 75 MHz).
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Espectro 26 - Espectro de absorcéo na regido do IV (KBr) da substancia MS-05g (cm™).
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Espectro 27 - Espectro de RMN de 'H da substancia MS-05g (CDCls, 300 MHz).
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Espectro 28 - Espectro de RMN de *3C e Subespectro DEPT-135 de 13C da substancia

MS-05g (CDCls, 75 MHz).
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Espectro 29 - Espectro de absorcéo na regido do IV (KBr) da substancia MS-05h (cm™).
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Espectro 30 - Espectro de RMN de 'H da substancia MS-05h (CDCls, 300 MHz).
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Espectro 31 - Espectro de RMN de **C e Subespectro DEPT-135 de **C da substancia
MS-05h (CDCls, 75 MHz).
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