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RESUMO

PLANEJAMENTO MOLECULAR E AVALIACAO DE FRAGMENTOS MOLECULARES
COMO INIBIDORES DA ENZIMA CRUZAINA - Os farmacos disponiveis para o
tratamento da doenca de Chagas ndo sdo eficazes, portanto € necessario o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. A cruzaina é a principal cisteino-
protease do Trypanosoma cruzi, agente causador da doenga, e € um alvo terapéutico
validado para a descoberta de novos agentes tripanossomicidas. Nosso grupo
identificou um inibidor de cruzaina com caracteristicas de fragmento, o acido [5- (2-
clorofenil) -1,3,4-oxadiazol-2-il] acético (Neq0147), e seu modo de ligagao foi validado
ortogonalmente através da determinagcdo de sua estrutura cristalografica. No entanto,
as interagdes deste inibidor ainda ndo estavam otimizadas de maneira adequada. Entao
este trabalho teve como objetivo a otimizagdo das interagcbes do Neq0147 para
identificacdo de novos fragmentos como inibidores n&o peptidicos da cruzaina, que foi
realizado através de um estudo de relagdo estrutura-atividade (SAR). Modificagdes
moleculares foram feitas baseadas no Neq0147, sendo que inicialmente o carboxilato
foi substituido por uma nitrila para aumentar a afinidade do inibidor e atuar como ancora
para explorar outras modificacbes. Em seguida, foi feita a substituicdo do anel 1,3,4-
oxadiazol por outros anéis heterociclicos de cinco membros, com a intencdo de explorar
interagdes com o Asp161 e a Gly65. A posicdo do atomo de cloro no anel aromatico
também foi variada para explorar interagbes com aminoacidos presentes no subsitio S2.
Os compostos foram testados contra a cruzaina para a determinacao da sua constante
de inibigdo (Kj). A partir do estudo de SAR, pode-se concluir que a modificagdo que
gerou maior ganho de afinidade foi a substituicdo do grupo carboxilato pela nitrila.
Também pode-se observar que a presenca do atomo de cloro € essencial para a
atividade dos fragmentos, sendo que preferencialmente deve estar presente nas
posicdes orto ou para. Entre os inibidores avaliados um fragmento, Neq0617, teve uma
afinidade 14 vezes maior do que a do fragmento inicial. Além disso, varios inibidores
similares a fragmentos com alta afinidade e eficiéncia de interagdo foram identificados,
portanto estes inibidores sdo potencias candidatos para otimizacao.
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ABSTRACT

MOLECULAR DESIGN AND EVALUATION OF MOLECULAR FRAGMENTS-LIKE
CRUZAIN INHIBITORS. The available drugs for treating Chagas disease are not
effective, therefore the development of new therapies is needed. Cruzain is the major
Trypanosoma cruzi cysteine protease, the causative agent of the disease, and is a
validated therapeutic target for the discovery of new trypanocidal agents. Our group has
identified a cruzain inhibitor with fragment characteristics - [5- (2-chlorophenyl) -1,3,4-
oxadiazol-2-yl] acetic acid (Neq0147) and its mode of interaction was validated by
determining orthogonally its crystal structure. However, interactions of this inhibitor were
not yet appropriately optimized. Therefore, this study aimed to optimize the interactions
of Neq0147 to identify new fragments as non-peptide cruzain inhibitors, which was
carried out through a structure-activity relationship study (SAR). Molecular modifications
have been made based on Neq0147, wherein initially carboxylate was replaced by a
nitrile to increase the affinity of the inhibitor and to act as an anchor to explore other
modifications. Then it was made the replacement of the 1,3,4-oxadiazole ring for others
heterocyclic five-membered rings, with the intention to explore interactions with Asp161
and Gly65. The position of the chlorine atom on the aromatic ring was also varied to
explore interactions with amino acids in the S2 subsite. The compounds were tested
against cruzain to determine its inhibition constant. From the SAR study it can be
concluded that the change that generated higher affinity gain was the replacement of the
carboxylate group by nitrile. It can also be seen that the presence of chlorine is essential
for the fragments activity, which preferably should be present in the ortho or para
positions. Among the evaluated inhibitors one fragment, Neq0617, has an affinity 14
times greater than the original fragment. Moreover, various inhibitors similar to
fragments with high affinity and interaction efficiency have been identified, therefore
these inhibitors are potential candidates for optimization.
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1- INTRODUGAO

1.1- DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana ou esquizotripanose, tem como agente etiolégico o protozoario
Trypanosoma cruzi e é transmitida aos seres humanos, principalmente, pelas fezes
de triatomineos conhecidos como "barbeiros".’

O protozodario e a doenga foram descobertos e descritos, em 1909, pelo
meédico brasileiro Carlos Chagas, que nomeou o parasita em homenagem a seu
mentor Oswaldo Cruz.? A doenca de Chagas esta presente nas Américas como uma
doenga enzodtica, doenga de animais selvagens, ha milhdes de anos.> O incremento
das atividades agricolas e a domesticagdo de animais, 10.000 anos atras, provocou
a infeccdo em humanos sendo que ha milhares de anos a doenga era principalmente
uma antropozoonose.® Nos ultimos 200-300 anos com o desmatamento progressivo
para a agricultura, pecuaria, e a abertura de vias de transporte terrestres os
triatomineos perderam sua principal fonte de alimento, os animais selvagens, e se
adaptaram a areas circundantes as habitacbes humanas e as proprias habitacdes
passando a alimentar-se de animais domésticos e humanos.®> Deste modo foi
estabelecido um novo ciclo de infecgdo e a doenga de Chagas tornou-se uma
zoonose, uma doenca transmitida entre animais e humanos endemicamente.®

Até o final do século XX, a doenga de Chagas tornou-se amplamente
reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e outras autoridades de
saude publica como uma doenga tropical negligenciada, pois atinge principalmente
as populacbes de baixa renda e é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade nos paises em desenvolvimento tropicais. Além, de ter sido
historicamente sub-representada na alocacao de recursos de promocao a saude a

partir de pesquisas.*



1.1.1- Epidemiologia

A OMS estima que cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas estio infectadas
com a doenca ao redor do mundo, principalmente na América latina onde a doenca
é endémica em 21 paises.' Apesar da doenca de Chagas ocorrer principalmente na
América Latina nas ultimas décadas tem sido cada vez mais frequentemente
detectada nos Estados Unidos, Canada, paises da Europa Ocidental e em alguns
paises do Pacifico (FIGURA 1.1)."° Isto tem ocorrido principalmente devido a
mobilidade entre a populagdo da América Latina de paises endémicos e o restante
do mundo." No Brasil, estimativas indicam que cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas

estdo infectadas e que ocorrem cerca de 6000 mortes por ano.®

FIGURA 1.1- Distribui¢éo global de individuos infectados com o T. cruzi.
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Fonte: Adaptado de RIBEIRO, A. L. et al. Diagnosis and management of Chagas disease and
cardiomyopathy, Nature Reviews Cardiology, 9: 576, 2012.

Nos ultimos anos, os programas de controle de vetores e a triagem
obrigatéria nos bancos de sangue tém reduzido substancialmente a incidéncia de
novos casos da doenga na América Latina.” O nimero de pessoas infectadas pelo T.
Cruzi ao redor do mundo foi reduzido em cerca de 50% ou mais nos ultimos 25

anos.* A doenca de Chagas também possui um fator econdémico muito importante



devido a mortalidade e morbidade precoce causada por esta doenca, que muitas
vezes ocorre na populacdo mais produtiva, resultando em uma perda econémica
significativa.® Complicacées cardiacas e digestivas frequentemente levam a
necessidade de tratamento a longo prazo e procedimentos cirurgicos, aumentando
ainda mais os custos relacionados com a doenga, além da necessidade de
aposentadorias precoce.® Nos paises latino-americanos a doenca de Chagas é uma

das doengas tropicais negligenciadas mais gera gastos.’

1.1.2- Agente etiolégico

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo biolégico do tipo heteroxénico, no
qual o parasito passa por uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro
vertebrado, homem e mamiferos, e extracelular no inseto vetor, hospedeiro
invertebrado. Além disso, o parasito apresenta varias formas evolutivas diferentes

em seu ciclo (amastigota, epimastigota e tripomastigota; Figura 1.2).°

FIGURA 1.2- Formas evolutivas do T. cruzi: a) amastigota' b) epimastigota e c) tripomastigota.
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Fonte: Autoria propria.
1.1.3- Vetor

Os insetos, que atuam como vetores, estdo presentes na América do
Sul e Central, México e sul dos Estados Unidos. Foram identificadas mais de 130
espécies de triatomineos, mas apenas alguns séo vetores competentes para o T.



cruzi. O Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as trés
espécies principais de vetores que transmitem o T. cruzi aos humanos. O T.
infestans é o vetor historicamente mais importante e é o principal vetor em regides

endémicas sub-amazénicas, sul da América do Sul. O R. prolixus geralmente é

D~

relatado no norte da América do Sul e América Central, e o T. dimidiata também

encontrado nestas areas e no norte do México.®

1.1.4- Transmissao

A doenga é transmitida ao homem por fezes infectadas de triatomineos
hematofagos através da picada do inseto, em outra ruptura da pele ou através das
membranas mucosas, incluindo a conjuntiva e/ou mucosa oral/digestivo, causando
surtos com alimentos contaminados. A transmissdo também pode ocorrer através de
transfusdo de sangue, gravidez e parto e, menos frequentementes, por meio de

transplante de 6rgaos ou acidente de laboratério.’

1.1.5- Ciclo

O ciclo do T. cruzi esta ilustrado na FIGURA 1.3 e inicia-se com a
infeccao dos triatomineos vetores ao ingerir as formas tripomastigotas, presentes na
corrente circulatéria do hospedeiro vertebrado, durante o repasto sanguineo (A). No
estdbmago do inseto os tripomastigotas se transformam em formas epimastigotas (B),
que se multiplicam por divisdo binaria simples no intestino médio (C), sendo assim
sdo as formas evolutivas responsaveis pela manutengao da infecgdo no inseto. No
reto os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infectantes,
sendo eliminados nas fezes ou na urina (D). Os tripomastigotas metaciclicos,
eliminados durante ou apds o repasto sanguineo, penetram pelo local da picada e
interagem com as células do sistema mondécito fagocitario da pele ou mucosas (E),
onde os tripomastigotas se transformam em amastigotas (F) que se multiplicam por

divisdo binaria simples (G). Entdo os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas



(H), que séao liberados da célula hospedeira caindo no intersticio e atingindo a
corrente sanguinea (I), onde irdo invadir outras células, de qualquer tecido ou érgao,
para passar por novo ciclo celular ou seréo destruidos por mecanismos imunolégicos

do hospedeiro.?°

FIGURA 1.3- Ciclo de vida do Trypanosoma Cruzi.

Fonte: PEREZ, C.J.; LYMBERY, A.J.; ANDREW THOMPSON, R.C. Chagas disease: the challenge of
polyparasitism? Trends in Parasitology, 30 (4):176, 2014.

1.1.6- Fases clinicas

A doenga de Chagas apresenta duas fases clinicas: a aguda e a
cronica, que pode ser classificada nas formas indeterminada, cardiaca e digestiva,
com diferentes manifestacdes clinicas.'’ A fase aguda dura por 4 a 8 semanas e a

fase cronica persiste por toda a vida do hospedeiro.®



A fase aguda pode ser sintomatica ou assintomatica, o que ocorre com
maior frequéncia.® Inicia-se por manifestagdes locais provocando o sinal de Romana,
quando o parasita penetra na conjuntiva, e o chagoma de inoculagdo, quando a
penetracdo ocorre através da pele.® Estas lesdes aparecem apenas em 50% dos
casos, apos 4 a 10 dias da picada, e regridem em até 2 meses.® Cerca de 10 a 30%
dos individuos infectados irdo apresentar sintomas nao especificos incluindo: dor
abdominal, anorexia, febre, linfoadenopatia, mal-estar, erupcdo cutanea e inchaco
localizado em torno do local da infeccdo.* As manifestacées da fase aguda
resolvem-se espontaneamente em 90% dos casos, ainda que a infecgdo ndo seja
tratada com farmacos tripanossidas.’® A reativagdo da doenca de Chagas pode
ocorrer quando o paciente torna-se imunologicamente comprometido, como por
exemplo devido a co-infeccdo com HIV ou a utilizagdo de farmacos
imunosupressores.®

A taxa de mortalidade na fase aguda da doenca é de 5 a 10%,
usualmente devido a miocardite aguda ou meningoencefalite, sendo que a maioria
das mortes ocorre em criangas.* Apds a fase aguda os individuos passam por um
longo periodo assintomatico, chamada de forma indeterminada, que se caracteriza
por baixa parasitemia.* Apds permanecerem na fase indeterminada por varias
décadas, na qual ndao ha sintomas evidentes clinicamente, aproximadamente 30%
desses individuos assintomaticos irdo apresentar a fase cronica da doenga.* A
sintomatologia observada esta relacionada a alteragdes anatémicas de 6rgaos dos
sistemas: cardiocirculatério (forma cardiaca), digestivo (forma digestiva), ou em
ambos (forma cardiodigestiva ou mista).® A dilatagdo de érgdos desses sistemas
levam a essas manifestagdes clinicas: miocardiopatia dilatada, megaeséfago e

megacélon.®

1.1.7- Tratamento

Os farmacos disponiveis para o tratamento da doenga de Chagas sao
o nifurtimox (Lampit®) e o benzonidazol (Rochagan®) (FIGURA 1.4). Esses
medicamentos foram registados e utilizados por muito tempo sem um conhecimento

claro do seu mecanismo de acdo. Nos ultimos anos, estudos mostram que a agao



antiparasitaria do nifurtimox esta associada com a produgéo de grandes quantidades
de espécies reativas de oxigénio (ROS) téxicas, como o anion superéxido e o
perdoxido de hidrogénio, resultantes da reagdo do oxigénio com metabdlitos
reduzidos do nitrofurano. Enquanto que a citotoxicidade do benzonidazol
provavelmente resulta do estresse redutivo, que envolve a modificagao covalente de
macromoléculas, como o DNA nuclear e mitocondrial do T. cruzi, por derivados
nitroreduzidos levando a danos letais ao DNA. O nifurtimox e o benzonidazol
necessitam ser ativados redutivamente por reacées mediadas por flavoproteinas

nitrorredutases do tipo | para exercer as suas atividades citotoxicas.'?

FIGURA 1.4- Estruturas dos farmacos disponiveis para o tratamento da doenga de Chagas: (A)
nifurtimox e (B) benzonidazol
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Fonte: Autoria propria.

Esses farmacos tém efeitos colaterais indesejaveis, sendo que os mais
comumente observados com o nifurtimox incluem: anorexia, nauseas e vémito,
causando severa perda de peso, insbnia, irritabilidade e, menos frequentemente,
polineuropatia periférica. Os efeitos adversos mais comuns do benzonidazol sao
dermatite alérgica e sindromes gastrointestinais e, menos frequentemente a
depressdo da medula Ossea, purpura trombocitopénica, agranulocitose,
polineuropatia, parestesia e polineurite dos nervos periféricos. Além disso, ambos
s30 genotoxicos devido a sua natureza quimica e reatividade.™

O tratamento tripanossida € recomendado para todos os casos de
doenga aguda, congénita, infec¢ao reativada, para todas as criangas com a infec¢ao
e para pacientes com até 18 anos de idade com doencgas crdnicas. O tratamento
medicamentoso deve ser geralmente oferecido para adultos com idade entre 19 a 50
anos, sem doencga cardiaca avancada, e é opcional para aqueles com mais de 50

anos, porque o beneficio ndo foi comprovado nesta populagdo. Por outro lado, é



contraindicado durante a gravidez e em pacientes com severa insuficiéncia renal ou
hepatica. As criangas devem ser tratadas com benzonidazol (5-10 mg/ kg por dia),
dividido em duas ou trés doses, durante 60 dias ou com nifurtimox (15 mg/kg por
dia), dividido em trés doses, durante 60 a 90 dias. Para os adultos, o tratamento
diario utilizado é 5 mg/kg de benzonidazol ou 8-10 mg/kg de nifurtimox com a
mesma duragdo que para as criangas.’

O benzonidazol e o nifurtimox sao efetivamente curativos em
aproximadamente 60% dos casos de infec¢do aguda e em 10-20% nos casos de
doenca cronica sintomatica.'> Esses farmacos apresentam custos elevados, tem
problemas de resisténcia, exigem tratamentos prolongados e sdo mal tolerados
pelos pacientes devidos aos severos efeitos colaterais dificultando a adesdo do
paciente ao tratamento, portanto é necessario o desenvolvimento de novos farmacos
tripanossidas.

Para um composto se tornar um candidato a farmaco promissor para o
tratamento da doenga de Chagas deve apresentar atividade contra os estagios do
parasito relevantes em humanos (amastigota intracelular e tripomastigota) e contra
as diferentes cepas do T. cruzi, para que tenha aplicabilidade em diferentes regides
endémicas. Além disso, deve possuir baixa toxicidade, genotocidade e
teratogenicidade, devido sua utilizagao por pessoas jovens bem como baixo risco de
cardiotoxicidade, pois o coragao é o primeiro orgdo afetado. Também é desejavel
que tenha baixo risco de interacdo com as enzimas hepaticas do sistema citocromo
P450, para evitar interacdes medicamentosas e precisa ser administrado via oral, ou
seja, biodisponibildade € uma importante caracteristica. Por ultimo, o composto deve
possuir baixo custo para assegurar-se que este podera estar disponivel nas areas

onde é mais necessario.™

1.2- A QUIMICA MEDICINAL E O PLANEJAMENTO DE FARMACOS

A quimica medicinal, segundo definicdo da International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC), é uma disciplina baseada na quimica, envolvendo
aspectos das ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas, cuja misséao é o

planejamento, descoberta, invencao, identificacdo e preparacdo de compostos
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biologicamente ativos, o estudo do metabolismo, interpretagdo do mecanismo de
agao a nivel molecular e a construgcdo das relacdes entre a estrutura quimica e a
atividade farmacoldgica.'® Desta forma a quimica medicinal caracteriza-se por seu
relevante carater multidisciplinar abrangendo diversas especialidades, tais como
quimica organica, bioquimica, farmacologia, informatica, biologia molecular e
estrutural, entre outras.”® O processo de descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos (FIGURA 1.5) é dividido em duas fases principais: fase pré-clinica
(descoberta) e fase clinica (desenvolvimento).'®

A fase pré-clinica inicia-se com a identificagdo de uma necessidade
terapéutica e uma avaliagao sobre os tratamentos ja existentes. Em seguida, deve-
se selecionar e validar um potencial alvo terapéutico. Subsequentemente é realizada
a identificacdo de substancias biologicamente ativas in vitro, com especificidade para
o alvo de estudo, chamados de ligantes (do inglés, hits). Uma vez que um ligante é
descoberto, a sua atividade deve ser confirmada e validada através da preparacao
de analogos do ligante, que devem exibir clara relacédo estrutura-atividade (SAR, do
inglés structure activity-relationship). Depois € selecionado um composto relacionado
com atividade em ensaios in vivo em modelos animais, chamada de substéancia
matriz (do inglés, lead compound), e esta por sua vez precisa ser validada através
da sintese de analogos estruturais para maximizar sua atividade e proporcionar
propriedades farmacocinéticas adequadas. Finalmente deve-se selecionar um
composto como um candidato a farmaco, que sera submetido a testes toxicoldgicos
em modelos animais e se esse composto passar por esses testes os dados da
pesquisa acumulados sao apresentados a uma agéncia reguladora, Food and Drug
Administration (FDA), nos Estados Unidos, e Agéncia Nacional da Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), no Brasil. Apds a autorizagéo o candidato a farmaco passa a ser
denominado de nova entidade quimica (NCE, do inglés new chemical entities) e é
sintetizado em larga escala, para a realizagdo dos estudos da fase clinica.'”'®

Na fase clinica ha avaliagdo sequencial de tolerdncia em voluntarios
humanos saudaveis (Fase 1), da eficacia e seguranga em pacientes (Fase Il),
seguido por ensaios generalizados, em milhares de pacientes apropriados, para o
desenvolvimento de uma ampla base de dados de eficacia e seguranga para
avaliacdo das propriedades farmacocinéticas (ADMET, absorgao, distribuigéo,
metabolismo, excregdo e toxicidade) (Fase Ill). Para os poucos candidatos a

farmaco (4-7%) que sobrevivem a esta série de ensaios os dados da pesquisa sao
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agrupados e enviados para pedido de aprovagéao, para revisao aprofundada pelos
especialistas da agéncia reguladora. Somente com a aprovagado o novo farmaco
pode ser utilizado pelos pacientes para tratar a doenga para a qual foi projetado.
Depois de autorizada a comercializagcao o farmaco passa pela fase IV, que é a fase

de farmacovigilancia.'"®

FIGURA 1.5 - Etapas do processo de descoberta (fase pré-clinica) e desenvolvimento (fase clinica)

de novos farmacos.
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Fonte: Adaptado de LOMBARDINO, J. G.; LOWE, J. A. The role of the medicinal chemist in drug
discovery - Then and now. Nature Reviews Drug Discovery, 3 (10): 853, 2004.

O quimico, especialista em quimica medicinal, atua nas etapas iniciais
da fase de descoberta e desenvolvimento do candidato a farmaco, podendo
participar da sele¢céo do alvo terapéutico e no planejamento molecular de ligantes
para o alvo. Também pode atuar na preparacao, purificacdo e caracterizacdo das
NCE. Além de decidir a respeito de quais compostos analogos estruturais devem ser
sintetizados para explorar a SAR do ligante. Também é de reponsabilidade do
quimico estar presente na otimizacdo da substancia matriz, para adquirir
propriedades farmacocinéticas adequadas para ter atividade in vivo em modelos

animais.'”"°
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1.3- CRUZAINA: ALVO TERAPEUTICO DA DOENGCA DE CHAGAS

As proteases sao enzimas que catalisam a degradagdo de proteinas
por hidrolise das ligacdes peptidicas (FIGURA 1.6).%° As cisteino-proteases sio
divididas em 21 familias (C1-C21) com base em suas sequéncias ou estruturas
terciarias.?! A maioria das enzimas atualmente conhecidas pertence a superfamilia
papaina (C1): proteases de protozoarios, proteases das plantas, e as catepsinas
lisossomais.?' As familias C1, C2 e C10 podem ser descritas como similares a
papaina e formam o cla A.?" As cisteino-proteases de parasitas assim como as de
mamiferos que pertencem a este cla sdo alvos terapéuticos promissores para

infeccdes parasitarias e doengas humanas. %

FIGURA 1.6- Reacéo de hidrolise de uma ligagéo peptidica.
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Fonte: Autoria prépria.

A cruzaina é a principal cisteino-protease do T. cruzi e tem sido
identificada como uma enzima essencial em todas as fases do ciclo de vida do
parasita.?® A cruzaina é responsavel pela maior parte da atividade proteolitica do
parasita.?* Acredita-se que a cruzaina desempenhe um papel importante na
diferenciagao, invasao celular, multiplicacao intracelular e evasao do sistema imune
do parasito, ou seja, estd envolvida na patologia da doenca de Chagas.?® Foi
demonstrado que a infeccao pelo T. cruzi pode ser curada em modelos celulares e
em modelos in vivo, em camundongos e caes, pelo tratamento com inibidores
irreversiveis da cruzaina, portanto a cruzaina é um alvo terapéutico validado para o
desenvolvimento de farmacos tripanossidas.?* A localizagdo do parasita proporciona
a inibicdo preferencial da cruzaina em relagdo as altamente homologas cisteino-
proteases humanas, as catepsinas (B, L, K, S, F e V), pois o parasita esta localizado
no citoplasma da célula hospedeira e as catepsinas estdo presentes nos lisossomos

que s3o menos acessiveis.?*
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O numero de classificagdo da cruzaina, segundo a Enzyme
Commission, ¢ EC 3.4.22.51, onde os numeros 3, 4 e 22 correspondem
respectivamente, a classe de hidrolases, a sua atuagdo em ligagao peptidica e ao
grupo de cisteino endopeptidases, enquanto que 51 é o numero especifico da
cruzaina. A cruzaina consiste de uma cadeia polipeptidica de 215 residuos de
aminoacidos enovelados em dois dominios distintos (FIGURA 1.7), sendo que um
dominio é principalmente helicoidal (dominio L) e o outro é composto por folhas
antiparalelas (dominio R). Entre esses dois dominios ha a fenda do sitio ativo, onde

esta localizada a triade catalitica (Cys25, His159 e Asn175).%4%

FIGURA 1.7- Estrutura cristalografica da cruzaina, co-cristalizada com a benzoilarginina-alanina-
fluorometilcetona, enovelada em dois dominios distintos: dominio L (vermelho) e dominio R (verde),

entre esses dominios esta a fenda do sitio ativo (amarelo).

Dominio L - o-hélice | —

Sitio de ligagdo ——>

| Dominio R - folhas § |

PDB: 2AIM
E.C.3.4.2251

Fonte: Protein Data Bank (PDB: 2AIM).

A regidao do sitio ativo das cisteino-proteases da superfamilia da
papaina possui sete subsitios de ligagao ao substrato, quatro no lado amino (S4, S3,
S2, S1) e trés no lado acil (S1’, S2’, S3') (FIGURA 1.8)."®?° A nomenclatura usada
para descrever as interagcdes entre o substrato e a enzima, de acordo com Schecter
& Berger, nomeia os residuos do substratos de NH3-P4-P3-P2-P1-P1’-P2’-P3’-
P4’...COO e os subsitios correspondentes na enzima sao S4-S3-S2-S1-S1’-S2’-S3’-
sS4
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FIGURA 1.8- Representacdo esquematica dos subsitios das cisteino-proteases, sendo que quatro
subsitios estdo localizados no lado amino (S4, S3, S2, S1) e trés no lado acil (S1’, S2', S3') da

enzima.
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Fonte: DUSCHAK, V. G.; COUTO, A. S. Cruzipain, the major cysteine protease of Trypanosoma cruzi:
a sulfated glycoprotein antigen as relevant candidate for vaccine development and drug target. A
review. Current Medicinal Chemistry, 16 (24): 3174, 2009.

Apenas quatro subsitios (S3, S2, S1 e S1’) s&o utilizados (FIGURA 1.9)
no planejamento de inibidores de cisteino-proteases. Entre os subsitios S1 e S71’
esta localizada a triade catalitica da enzima. Os subsitios S3 e S1’° sdo mais
superficiais e possuem caracteristica hidrofébica, sendo que apenas o centro do sitio
possui caracteristica hidrofilica, onde ha o reconhecimento da ligagdo amidica. O
subsitio S2 estd localizado em uma regido mais profunda e possui uma
caracteristica hidrofébica. Assim como outras cisteino-proteases similares a papaina
a interagao com o subsitio S2 da enzima, pelo residuo complementar P2, é o fator
determinante da especificidade da enzima. A cruzaina é capaz de acomodar
residuos hidrofébicos ou basicos na posigao P2 pela rotacédo do residuo G/u205, que
€ encontrado no fundo do bolsédo deste subsitio. O subsitio S2 ainda é responsavel
pela seletividade da cruzaina em relagdo as enzimas homédlogas humanas,
catepsinas L e S, que ao invés de ter um residuo de glutamato no fundo do bolsédo
apresentam uma alanina (Ala214). As interagdes com os residuos P1 e P3 parece

ser menos discriminatdria, pois os subsitios S1 e S3 sd0 menos bem definidos.?’*°
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FIGURA 1.9- Estrutura do sitio ativo da cruzaina em complexo com o K777, onde estao

representados os subsitios utilizados no planejamento de inibidores de cisteino-proteases (S3, S2, S1
e ST1').

_ v / \ 4 : 1 . - - > v
Fonte: WIGGERS, H.J. et al. Non-peptidic Cruzain Inhibitors with Trypanocidal Activity Discovered by
Virtual Screening and In Vitro Assay, PLOS NTD, 7: 2370, 2013

A atividade proteolitica das cisteino-proteases se deve a presenga da
Cys e His em seu sitio ativo, que formam um par idnico tiolato/ imidazolidinico devido
a uma transferéncia de protons. No caso das cisteino-proteases similares a papaina,
o sitio catalitico € complementado com Asn que possibilita uma orientagéo ideal do
anel imidazol da His nas etapas de hidrélise. Um quarto residuo de aminoacido, o
GIn, atua como parte da cavidade do oxanion, que é uma cavidade presente nessa
regido capaz de estabilizar intermediarios aniénicos préximos ao residuo de Asn.*'

Na FIGURA 1.10 esta ilustrado o mecanismo de hidrélise de peptideos
das cisteino-proteases. Inicialmente o anion tiolato ataca o carbono carbonilico do
substrato levando a formacdo de um intermediario tetraédrico (A). O oxianion é
estabilizado por ligagdes de hidrogénio com a GIn19 e a cadeia principal da Cys25.
Em seguida, a His159 gira o anel imidazdlico para permitir a transferéncia de prétons
do cation imidazdlidinico ao nitrogénio da ligagéo peptidica, levando a clivagem da
ligagao (B). A parte amina do substrato hidrolisado se liga a His159 através de uma
ligacédo de hidrogénio e a parte carboxilica do substrato se liga a Cys25 formando o
intermediario acil-enzima (C). Depois ha a dissociagdo da parte amina do substrato e
sua substituicdo por uma molécula de agua (D), que ira atacar o carbono carbonilico

da acil-enzima formando um intermediario tetraédrico (E). Por fim ocorre a
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desacilagao do tioéster levando a liberagdo do grupo carboxilico do substrato, que &

concertada com a liberagéo da enzima (F).%*

FIGURA 1.10- Mecanismo catalitico das cisteino-proteases similares a papaina.
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Fonte: DUSCHAK, V. G.; COUTO, A. S. Cruzipain, the major cysteine protease of Trypanosoma cruzi:
a sulfated glycoprotein antigen as relevant candidate for vaccine development and drug target.
Current Medicinal Chemistry, 16 (24): 3174, 2009.

1.3.1- Inibidores

Cisteino-proteases podem ser inibidas por varias moléculas peptidicas
e nao peptidicas, que tenham um grupo susceptivel a um ataque nucleofilico
(warheads) pelo tiol da cisteina.?? Este ataque, dependendo da natureza do
warhead, pode promover a inibigdo da enzima de forma covalente irreversivel ou
reversivel. Podem atuar como inibidores covalentes irreversiveis (FIGURA 1.11):
halometilcetonas, epdxidos e aceitadores de Michael (vinilsulfonas e carbonilas a,[3-
insaturadas).**** Os aceitadores de Michael inibem as cisteino-proteases de
maneira similar, primeiramente o sitio ativo sofre uma 1,4-adicdo de Michael que
resulta em uma enzima permanentemente alquilada, ou seja, esta inibida de forma

covalente irreversivel (FIGURA 1.12).303
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FIGURA 1.11- Warheads covalentes irreversiveis.
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Fonte: Autoria prépria.

FIGURA 1.12- Mecanismo de inibi¢cdo de cisteino-proteases por vinilsulfonas.
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Fonte: MEHRTENS, J. M. The design, synthesis and biological assay of cysteine protease specific
inhibitors, University of Canterbury, 2007.

A dipeptidilvinilsulfona K777, N-metil-piperazina-ureia-F-hF-vinil-
sulfona-fenil, (FIGURA 1.13) é o inibidor mais avangado da cruzaina e contribuiu
para a validagdo desta enzima como alvo terapéutico.?* O K777 foi capaz de impedir
a proliferagdo de ambas as formas epimastigotas extracelulares e amastigotas
intracelulares in vitro, além de reduzir significativamente os niveis de parasitemia
com uma baixa toxicidade.’> No entanto, este inibidor ndo foi capaz de curar a
doenga in vivo e ainda apresentou baixa seletividade, portanto nao ira prosseguir
nas fases clinicas.'” Os inibidores dipeptidicos, como o K777, apresentam baixa
biodisponibilidade oral devido ndo apresentarem boa estabilidade metabdlica,
diminuindo assim sua eficacia, portanto é preferivel a utilizacao de inibidores nao
peptidicos.?* Além disso, inibidores irreversiveis de cruzaina apresentam efeitos off-
target e podem provocar severos efeitos colaterais.®® A toxicidade observada com
inibidores reversiveis de cruzaina geralmente € menor do que com inibidores
irreversiveis.’® Sendo assim em nosso grupo temos interesse em desenvolver

inibidores covalentes reversiveis e ndo peptidicos de cruzaina .



18

FIGURA 1.13- Estrutura da dipeptidilvinilsulfona K777.

Fonte: Autoria préopria

Compostos que atuam como inibidores covalentes reversiveis inibem
as cisteino-proteases através da reacdo com o tiol levando a formacao de um aduto
covalente.®*** Alguns exemplos de compostos que formam interacdes reversiveis
com o tiol da cisteina sdo (FIGURA 1.14): aldeidos, semicarbazonas e nitrilas.** No
caso da nitrila ocorre um ataque nucleofilico pela cisteina levando a formagao do
imidato (FIGURA 1.15), mas com a desprotonagdo do nitrogénio a enzima pode

voltar a seu estado livre por isso esta inibida de forma covalente reversivel.*

FIGURA 1.14- Warheads covalentes reversiveis.
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Fonte: Autoria prépria.

FIGURA 1.15- Mecanismo de inibi¢cdo de cisteino-proteases por nitrilas.
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Fonte: Adaptado de MEHRTENS, J. M. The design, synthesis and biological assay of cysteine
protease specific inhibitors, University of Canterbury, 2007.
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1.4- PLAJENAMENTO DE FARMACOS BASEADO EM
FRAGMENTOS

O ensaio de triagem em larga escala (HTS, do inglés high-throughput
screening) € um método utilizado na identificagdo de ligantes e consiste em uma
avaliacdo de milhares de compostos (10°) contra um alvo de interesse.* Nos Ultimos
anos um método alternativo ao tradicional, o HTS, tem se desenvolvido de forma
relevante, que é o chamado planejamento de farmacos baseado em fragmentos
(FBDD, do inglés Fragment based drug design).*® Os fragmentos geralmente s&o
compostos muito simples com baixa massa molecular (MW, do inglés Molecular
Weight), em torno de 120 a 250 Da, funcionalidade quimica limitada e baixa
afinidade por seu alvo (UM a mM).** O FBDD utiliza para a selegdo de ligantes uma
biblioteca de pequenos fragmentos (MW < 250 Da), ao invés de bibliotecas de
moléculas maiores (MW = 500 Da), como o utilizado no HTS.*® Essa abordagem
permite rastrear o espaco quimico de forma mais eficiente utilizando uma quantidade
menor de compostos.*® A outra vantagem do FBDD é que apesar dos fragmentos
serem pequenas moléculas, que se ligam com mais baixa afinidade ao alvo (UM a
mM) do que as moléculas similares a farmacos (nM a mM), a eficiéncia de ligagao
por atomo dos fragmentos € tdo alta quanto a de moléculas maiores, ou seja,
possuem interagdes com mais qualidade.*®

Além da afinidade pelo alvo também é necessario que um composto
apresente propriedades fisico-quimicas adequadas, para que seja capaz de avangar
nas fases do desenvolvimento de farmacos.*® Alguns pesquisadores analisaram
ligantes similares a fragmentos que foram identificados contra varios alvos e
observaram que apresentavam determinadas propriedades.®” A partir desses dados
a “regra dos trés” foi proposta como um parametro para a selegao de ligantes com
propriedades fisico-quimicas adequadas, que consiste em: MW <300, coeficiente de
particdo octanol/ agua (clogP) <3, doadores de ligacédo de hidrogénio (HBD, do

inglés hydrogen bond donor) <3 e aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA, do
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inglés hydrogen bond acceptor) <3.* Também foi observado que o nimero de
ligacBes rotacionavéis é < 3 e a area de superficie polar foi igual 60 A2’

A eficiéncia do ligante (LE, do inglés Ligand Efficiency), definido por
Kuntz et al.,, € um conceito que pode ser utilizado para avaliar a qualidade dos
ligantes selecionados e acompanhar a otimizagdo da substancia matriz. A LE é
definida como a energia livre de ligagédo (AG) pelo numero de atomos pesados
(HAC, do inglés Heavy atom count), que sao os atomos diferentes de hidrogénio

(Equacao 1).

N -AG  —RTInK;
Equacéo 1: LE = = -
HAC HAC

Onde R é a constante universal dos gases, T a temperatura absoluta e K; a
constante de inibicdo. Ou seja, a LE permite avaliar qual a contribuicdo de cada
atomo para a interagdo com o alvo.>®

Acredita-se que um fragmento deve apresentar uma LE de pelo menos
0,3 kcal.mol".atom™ para ser selecionado para otimizagdo e a LE deve ser mantida
durante o processo, para permitir a obtengao de um composto com alta eficiéncia e
afinidade.*® No entanto, a LE n&o possibilita avaliar outros parametros importantes
que devem ser considerados no desenvolvimento de farmacos como lipofilicidade,
pois compostos altamente lipofilicos tendem a ter uma promiscuidade maior para
interagir com varios alvos.*®

Um conceito que foi introduzido para permitir a otimizagéo da afinidade
em relagao a lipofilicidade, definido por Leeson e Springthorpe, é a eficiéncia ligante-
lipoficilidade (LLE, do inglés Ligand-lipophilicity efficiency), que €& definida pela
Equacédo 2. Durante a otimizagcdo de um fragmento deve-se buscar aumentar a
poténcia sem aumentar a lipofilicidade ao mesmo tempo, acredita-se que uma LLE

adequada seja entre 5 e 7.3°%°

Equacgéo 2: LLE = pK; — cLogP
Apods selecionar um fragmento que tenha afinidade pelo alvo, LE e LLE

adequadas € necessario fazer a sua otimizacdo, para melhorar sua afinidade de
ligacao.*° Geralmente o modo de ligagdo (MOB, do inglés Mode of Binding) do
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fragmento a ser otimizado é determinado por cristalografia de raios-X ou RMN e é
utilizado para planejar modificagées, que possibilitem ocorrer novas interagbes do
ligante com o alvo, ou seja, a informagao estrutural é utilizada para guiar a
otimizagao.*'

As trés estratégias principais que podem ser utilizadas para a
otimizagéo do fragmento sé&o: ligagdo (do inglés, linking), crescimento (do inglés,
growing) e mesclagem (do inglés, merging) (FIGURA 1.16). O método que vem
sendo mais utilizado é o crescimento do fragmento, no qual a informagao estrutural
do MOB ird guiar o processo que pode ser realizado através da adigdo de
funcionalidades quimicas, para que ocorram interagbes com regides adjacentes do
sitio ativo de forma que néo altere o MOB inicial. Os fragmentos que se ligam a
regides adjacentes do sitio podem ser combinados através de espagadores
adequados gerando uma molécula com maior afinidade, mas geralmente é dificil
encontrar fragmentos que se liguem a sitios adjacentes e também muitas vezes néo
é possivel fazer sua fusédo sinteticamente. A ultima estratégia consiste em mesclar
informacgdes estruturais sobre fragmentos, que tenham interagdes com as mesmas

regides do sitio.***2

FIGURA 1.16- Estratégias utilizadas na otimizagao do fragmento.
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Fonte: HUBBARD, M. N.; SCHULZ, R. E. Recent progress in fragment-based lead discovery, Current
Opinion in Pharmacology, 9: 615, 2009.

Um exemplo de otimizagdo bem sucessida € a crescimento do
fragmento 6-propil isocitosina (1) ao potente inibidor ndo peptidico BACE-1 (3)

(FIGURA 1.17). A enzima B-secretase é considerada como um alvo para o
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tratamento da doenga de Alzheimer. Entdo para selecionar ligantes capazes de inibir
esta enzima foi realizado um screening com varios fragmentos, o qual permitiu
identicar o composto 1 que apresentou afinidade mM. A partir do MOB do composto
1, obtido a partir de sua estrutura cristalografica, foi possivel fazer o planejamento do
composto 2, que apresentou um ganho de afinidade (UM). Em seguida, através de

uma maior otimizagcdo pode-se obter o composto 3 com afinidade submicromolar.

FIGURA 1.17- Evolugao do fragmento 6-propil isocitosina ao potente inibidor ndo peptidico BACE-1.
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Fonte: CONGREVE, M.; CHESSARI, G.; TISI, D.; WOODHEAD, A. J. “Recent developments in
fragment-based drug discovery”, Journal of Medicinal Chemistry, 51 (13): 3661, 2008.

1.5- PLANEJAMENTO BASEADO EM HIPOTESES

O planejamento baseado em hipéteses (do inglés Hyphotesis driven
development) consiste em inicialmente fazer observagdes e formular hipoteses,
entdo projetar um experimento que permita testa-las e definir quais parametros
serdo utilizados para avaliar os resultados obtidos. A seguir, sdo realizados os
experimentos e por fim é preciso avaliar os resultados, para aceitar ou rejeitar as
hipdteses e se necessario formular e testar novas hipoteses. Este processo é
conhecido como ciclo planejar- sintetizar e/ou adquirir-testar-analisar (FIGURA 1.18).
Pode-se observar que cada passo depende muito do passo que o precede e dos
outros que o seguem, sendo assim para possibilitar uma maior velocidade e

qualidade em cada fase deve-se trabalhar com uma equipe multidisciplinar.*>+*



23

FIGURA 1.18- Ciclo planejar- sintetizar e/ou adquirir-testar-analisar.
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Fonte: Autoria prépria

1.6- PRECEDENTES DE PESQUISA

Em um trabalho realizado anteriormente em nosso grupo, pela aluna de
mestrado Emanuella Maria Barreto Fonseca, foi realizada a busca por fragmentos
que fossem capazes de inibir a cruzaina utilizando métodos virtuais, baseados na
estrutura do alvo.*® Inicialmente foi montada uma biblioteca de fragmentos, a partir
de um banco de dados de moléculas comercialmente disponiveis (ZINC), utilizando
filtros de selegdo baseados em propriedades fragmento-similares. Por meio de
estudos in silico (docagem, dindmica molecular e inspecao visual) foi selecionado
um conjunto de fragmentos, que foram testados contra a cruzaina. Entdo inibidores
similares a fragmentos foram identificados, sendo que alguns deles apresentaram
afinidade na faixa micromolar entre eles o Neq0147 (K= 910,91 £ 52,6 yM; LE =
0,23 kcal.mol™.atom™), Neq0205 (K;= 906,60 + 86,43 uM; LE = 0,26 kcal.mol™.atom™
') e Neq0221 (K;= 607,40 + 45,74 uM; LE = 0,22 kcal.mol"".atom™) (FIGURA 1.19).
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FIGURA 1.19- Estruturas dos inibidores de cruzaina similares a fragmentos: Neq0147, Neq0205 e

Neq0221.
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Fonte: Autoria propria.

Os melhores inibidores desta série foram co-cristalizados com a
cruzaina para a determinagcdo do MOB, através de sua estrutura cristalografica de
raios-X, em um trabalho realizado pelo aluno de doutorado William Borges
Fernandes. A estrutura cristalografica do fragmento Neq0147 (FIGURA 1.20) foi
obtida e permitiu validar ortogonalmente o MOB do inibidor. Esta estrutura foi obtida
com a cruzaina mutante (C25S), que possui uma serina ao invés de uma cisteina na
triade catalitica.

A enzima nativa sofre auto-protedlise logo apds ser ativada dificultando
sua utilizagdo na cristalografia, a qual requer que a enzima esteja estavel. Além
disso, a maioria das estruturas cristalograficas com a cruzaina foram obtidas com
inibidores covalentes irreversiveis com alta poténcia, que sao capazes de estabilizar
o efeito proteolitico da enzima. No entanto, os fragmentos se ligam de forma
reversivel e tem baixa poténcia, sendo assim ndo conseguem evitar que ocorra a
auto-protedlise, tornando uma tarefa dificil obter cristais com fragmentos. Uma
maneira de contornar esse problema foi a utilizagdo da C25S, que com a
substituicdo da cisteina pela serina se tornou inativa e estavel, o que é ideal para a
utilizacdo em ensaios de cristalizacdo. A cruzaina C25S foi validada como um
modelo cristalografico representativo para a caracterizagdo do MOB de inibidores de
baixa poténcia, com alta probabilidade de que o mesmo MOB seja obtido na

cruzaina nativa.
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FIGURA 1.20- Estrutura cristalografica do Neq0147 (PDB: 4KNO).
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His162

Fonte: William Borges Fernandes.

A estrutura cristalografica do Neq0147 em complexo com cruzaina
(FIGURA 1.17) mostra que o ligante ocupa a por¢éo mais profunda do sitio catalitico,
localizado entre a triade catalitica e o subsitio S2, e que o carboxilato “ancora” o
inibidor nesta posigcdo. O Neq0147 interage de forma nao covalente estabilizado
através de quatro ligagdes de hidrogénio, com a Gly66 e com residuos de
aminodacidos da triade catalitica (cadeia principal da Ser25 e His162), e a GIn19. O
cloro presente no anel aromatico interage com a Met68, através de ligagdo de
halogénio, e o anel aromatico forma interagbes n-n com a Leu67, presentes no
subsitio S2. O oxadiazol esta localizado na regido de reconhecimento da ligagao
amida interagindo com a Gly66, que €& responsavel por garantir o correto
posicionamento do substrato para clivagem. Através da otimizagdo adequada desse
anel outras interagdes poderiam ocorrer com aminoacidos presentes nessa regiao
(Gly65 e Asp161) e este poderia atuar como um bioisdstero da ligagcao peptidica.
Entao este inibidor poderia se tornar uma alternativa aos inibidores dipeptidicos, que
tém sido evitados nos ultimos tempos. Inicialmente, é necessario otimizar as

interacbes desse fragmento para posteriormente se fazer o crescimento do
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fragmento, através da adicdo de grupos que interajam com outros subsitios e

possibilitem obter um inibidor com alta afinidade (nM) e eficiéncia.



CAPITULO 2
Objetivos
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Otimizagdo das interagdes do fragmento Neq0147 através de um
estudo de SAR, que ira possibilitar a identificagdo de novos fragmentos como

inibidores nao peptidicos de cruzaina.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Planejamento e sintese de fragmentos moleculares como inibidores da
cruzaina;
o Determinagao da constante de inibicao (Kj);

o Avaliagao da relagao estrutura-atividade.



CAPITULO 3
Materiais e Métodos
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- MATERIAIS

3.1.1- Sintese

Os solventes utilizados foram adquiridos das empresas Synth, Sigma-
Aldrich e Vetec. As reacbes foram realizadas sob atmosfera de argbnio com
solventes secos, que foram transferidos por seringa. O diclorometano (DCM) e a
trietlamina (EtsN) foram secos por destilacdo com cloreto de calcio. A
dimetilformamida (DMF) foi seca por destilagdo com sulfato de magnésio, sob vacuo
e armazenada em peneira molecular 4A, que foi previamente ativada a 300°C. Os
baldes e agulhas foram flambados sob vacuo para sua secagem, antes de sua
utilizagdo. Os solventes empregados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) foram adquiridos da
empresa Tedia, antes de serem utilizados foram filtrados e degaseificados. Os
reagentes utilizados foram adquiridos das empresas Sigma-Aldrich, Combi Blocks e
Enamine BB, sendo utilizados sem mais purificacoes.

As reacdes foram monitoradas por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), utilizando placas Fluka com matriz de silica gel, suporte de aluminio, com
indicador fluorescente 254 nm e espessura da camada de 200um. As placas de
CCD foram visualizadas com lampada UV de comprimento de onda curta (254nm) e
foram reveladas por borrifagdo de acido fosfomolibdico e ninidrina, seguida por
aquecimento com soprador térmico. A cromatografia por coluna flash foi realizada
utilizando silica gel flash (tamanho de poro 60A, tamanho de particula 220-
440mesh). A pureza do produto final foi determinada por HPLC. O equipamento
HPLC utilizado € um Cromatégrafo Liquido, série Prominence 20AT da Shimadzu,
com detecgao por arranjo de diodos (DAD) spd-M20A, coletor de fragbes FRC-10. A
coluna utilizada foi Lux 5u Cellulose-2, LC Column 250 x 4.6 mm da Phenomenex, 5

um, 1000 A e a fase reversa de eluentes utilizada foi agua (solvente A) e acetonitrila
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(solvente B). O ponto de fusao foi determinado no aparelho digital de ponto de fusao
Quimica Micro MQAPF-302, Microquimica Equipamentos Ltda.

Para a caracterizacdo dos produtos foram utilizadas as técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H e '*C no equipamento Agilent
Technologies modelos 500/54 Premium Shield e 400/54 Premium Shield na Central
de Andlises Quimicas Instrumentais de Sao Carlos (CAQI). Os espectros de 'H e °C
foram obtidos em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) (2.5 ppm; 3.3 ppm) ou
cloroférmio deuterado (CDCI3) (1.53ppm, 7.26ppm) adquiridos da Sigma-Aldrich. As
constantes de acoplamento foram medidas em hertz (Hz) e os deslocamentos
quimicos () em partes por milhdo (ppm).

Os compostos também foram caracterizados pela técnica de
espectrometria de massas no Espectrometro de Massas do tipo Quadrupolo/Tempo
de véo (QQTOF) da Bruker Daltonics, do grupo de cromatografia do Instituto de
Quimica de Sao Carlos, sendo que as amostras foram preparadas com uma
concentracao de 5-10 ppm em acetonitrila. O ion molecular protonado [M+H] ou os

adutos de sédio [M+Na] foram usados para a confirmacao da formula estrutural.

3.1.2- Expressao da cruzaina e ensaios cinéticos

Todos os reagentes utilizados na expressdo e purificagdo foram
fornecidos pela Sigma Aldrich. Os equipamentos utilizados foram: shaker da
Marconi, centrifuga Eppendorf, espectrofotbmetro UV/vis da Shimadzu,
desmembrador celular Sonic Dismembator Model 500 da Fisher Scientific e
nanodrop DS-11+ da DeNovix.

Os reagentes dimetilsulféxido (DMSO), triton-X100, acetato de sddio,
cloreto de sddio (NaCl), N-benzoxicarbonil-L-fenilalanila-L-arginina-7-amido-metil-
cumarina (ZFRMCA) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O reagente
Ditiotreitol (DDT) foi adquirido da empresa USB Corporation com grau de pureza
“ultrapuro”. Nenhuma purificagdo/avaliagao da integridade adicional foi realizada. Os
compostos adquiridos comercialmente foram obtidos das empresas Enamine e Vitas
M Labs.
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Os ensaios enzimaticos foram realizados no fluorimetro Synergy HT
Microplate Nender da Biotek, com software Gen5 1.10 e os filtros de banda de
excitacdo e emissdo foram de 360 nm e 460 nm, respectivamente. Os dados de
inibicdo enzimatica foram analisados no SigmaPlot 10.0, utilizando modelos de
inibicdo competitiva para determinar o K.

3.2- METODOS

3.2.1- Planejamento

Foram propostas algumas modificagbes moleculares, através do
planejamento baseado em hipdteses, baseadas no Neq0147 (FIGURA 3.1) para
realizar a otimizacao de suas interagdes por meio de um estudo de SAR. Os estudos
de SAR permitem identificar quais partes da molécula sdo ou ndo essenciais para
sua atividade biologica, através de modificagdes moleculares onde um grupo
funcional da molécula é removido ou alterado. Se o analogo apresenta atividade
menor aquele grupo modificado € importante para a atividade, mas se permanecer

igual o grupo ndo é essencial para a atividade. *°

FIGURA 3.1- Estrutura do Neq0147.
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Fonte: Autoria propria.
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A primeira hipotese consistiu na substituicdo do grupo carboxilato por
uma nitrila, com a intengéo de avaliar se este grupo devido ser um warhead que se
liga de forma covalente reversivel com a enzima iria aumentar a afinidade do
inibidor. Além disso, a nitrila foi utilizada como uma ancora para permitir explorar
outras modificagbes no anel heterociclico e aromatico. Posteriormente, outra
modificacdo molecular proposta foi a substituicdo do anel oxadiazol por outros anéis
heterociclicos de cinco membros (1,2,4-oxadiazol, triazol, pirazol, tiadiazol e tiazol), a
fim de explorar interagdes com o Asp161 e a Gly65. Depois a posi¢ao do atomo de
cloro também foi variada, para explorar interagdes hidrofébicas com aminoacidos
presentes no subsitio S2 e interagir de forma mais eficiente com a porgdo mais
profunda do bolsdo. No entanto, ndo era possivel saber se com essas modificagdes
as moléculas ainda seriam capazes de inibir a cruzaina, entdo ao invés de sintetizar
todos os compostos optou-se por adquiri-los comercialmente. Essas moléculas
foram selecionadas a partir de um banco de dados de substancias comercialmente
disponiveis (ZINC), onde foi feita uma busca por moléculas que apresentassem as

modificagdes propostas, sendo que as disponiveis foram adquiridas (FIGURA 3.2).

FIGURA 3.2- Estruturas dos compostos comercialmente disponiveis adquiridos.
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Fonte: Autoria propria.



34

Este conjunto de fragmentos foi testado contra a cruzaina e varios
desses compostos inibiram a enzima com uma afinidade maior do que o Neq0147,
estes resultados estdo apresentados mais adiante no capitulo 4. Entdo para avaliar
qual foi o efeito da substituicdo do carboxilato pela nitrila no aumento da afinidade
destes inibidores era preciso testar o Neq0147 com a nitrila (Neq0617; FIGURA 3.3),
mas este composto ndo estava comercialmente disponivel e foi necessario sintetiza-
lo. Além disso, como existiam varios compostos com diferentes anéis heterociclicos
com o atomo de cloro na posicdo meta, o Neq0616 (FIGURA 3.3) também foi
sintetizado para permitir avaliar o efeito do anel. Todos os fragmentos foram
testados contra a cruzaina, através de ensaios cinéticos, para a determinacao do K;
e com a finalidade de quantificar a contribuicao das modificagcdes moleculares na

afinidade com a enzima.

FIGURA 3.3- Estruturas do Neq0617 e Neq0616.
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Fonte: Autoria propria.

3.2.2- Sintese do Neq0617 e Neq0616

A rota sintética proposta e utilizada para a sintese do Neq0617 e
Neq0616 esta ilustrada na FIGURA 3.4. Inicialmente o acido carboxilico foi acoplado
com o carbazato de t-butila utilizando o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropril) carbodiimida
(EDC), seguida pela reagao de desprotegao com o acido trifluoroacético (TFA) e este
procedimento foi adaptado de BRASLAU et al.*’. Posteriormente foi realizada uma
reacdo de acoplamento do composto 2 com o acido cianoacético utilizando EDC e

hidroxi-benzotriazol (HoBt), através de um procedimento adaptado de ANDRIANI et
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al.*®. Por fim o composto 3 sofreu a reacao de ciclodesidratacdo, para a formagéo do
anel heterociclico oxadiazol, com o cloreto de 4-toluenossulfonila (p-TsCl) utilizando

o procedimento descrito por LAl et al.**.

FIGURA 3.4- Rota sintética utilizada para sintese do composto Neq0617 e Neq0616.
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Reagentes e condigdes: a) carbazato de t-butila, EDC, DCM, temperatura ambiente (t.a)., 12 h; b)
(TFA) : DCM (1:1), 0°C, 2 h; c) acido cianoacético, EDC, hidroxi-benzotriazol (HoBt), DMF, 0°C - t.a.,
12 h; d) p-TsCl, Et;N, DCM, t.a., 12 h.

3.2.2.1- Procedimento para a sintese do Neq0617

N’-[(tert-butoxi) carbonil]-2-clorobenzo-hidrazida (1). A uma solucdo de acido 2-
clorobenzoico (7,55 mmol; 1,18g) em DCM seco (45 mL) foi adicionado carbazato de
t-butila (7,70 mmol; 1,01 g), seguido por EDC (7,75 mmol; 1,48g) e a mistura foi
deixada sob agitagdo por 12 h. O consumo do acido e a formagao do produto foram

visualizadas por CCD. Entédo foi adicionado DCM (15 mL) e a fase orgénica foi
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lavada sequencialmente com H,O (45 mL), HCI 0,5M (2 x 45 mL), NaHCO3 aquoso
saturado (2 x 45 mL) e NaCl aquoso saturado (45 mL). Depois a fase organica foi
seca sobre MgSO;, anidro. O solvente foi removido sob vacuo produzindo um sdélido
pastoso alaranjado (5,28 mmol; 1,43 g; Rendimento: 70%, 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10,03 (s; 1H); 9,01 (s; 1H); 7,66 — 7,26 (m; 4H); 1,43 (s; 9H).

2-clorobenzo-hidrazida (2). O composto 1 (3,92 mmol, 1,06 g) foi dissolvido numa
mistura 1:1 de TFA em DCM (20 mL) e deixou-se sob agitacédo por 2 h. Através de
CCD observou-se o consumo do composto 1 e a formagao do produto. Em seguida o
excesso de TFA: DCM foi removido sob vacuo; entdo adicionou-se 20 mL de éter
dietilico e secou-se sob o vacuo obtendo-se um sélido amarelado (Rendimento
quantitativo). O sal do composto 2 foi utilizado na proxima reagdo sem mais
purificagdes. '"H NMR (500 MHz, DMSO) & 11,32 (s; 1H); 7,70 — 7,36 (m; 4H).

2-cloro-N’-(2-cianoacetil)benzo-hidrazida (3). Em uma solucédo de acido
cianoacético (2,92 mmol; 248,8 mg) em DMF seca (20 mL) foi adicionada EtsN (4,38
mmol; 0,61 mL) e resfriou-se a solugdo a 0°C. Depois EDC (3,8 mmol; 0,725 g) e
HoBt (3,8 mmol; 0,515 g) foram adicionados a esta solugdo. Em outro balao foi feita
uma solugdo do composto 2 (3,8 mmol; 1,07 g) em dimetilformamida (20 mL) com
EtsN (7,31 mol; 1,01 mL), esta solugéo foi adicionada a outra e deixou-se agitando a
0°C por 1 hora. Em seguida a reagéo foi deixada sob agitacdo por 12 h a ta.. O
solvente foi removido sob vacuo e adicionou 120 mL de acetato de etila, entdo a
fase organica foi lavada sequencialmente com H,O (60 mL), HCI 0,5M (2 x 60 mL),
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NaHCO; aq. saturado (2 x 60 mL), NaCl (60 mL) e secou-se sob MgSO, anidro. O
solvente foi removido sob vacuo e o produto obtido foi purificado por coluna
cromatografica flash com hexano: acetato (3:7) produzindo um sdélido amarelo
escuro (0,78 mmol; 187mg; Rendimento: 27%). H NMR (500 MHz, DMSO) 6 10,50
(s; 1H); 7,66 — 7,35 (m; 4H); 3,80 (s; 2H).

Neq0617 (4)

2-[5-(2-clorofenil)1,3,4-oxadiazol-2-ilJacetonitrila (4; Neq0617). A uma solugéo do
composto 3 (0,78 mmol; 187 mg) em DCM seco (12 mL) foi adicionado p-TsCl (0,78
mmol; 169,6 mg), seguido por EtsN (1,85 mmol; 0,25 mL) e deixou a reagao agitando
a t.a. por 16 h. Entdo foram adicionados 40 mL de DCM e lavou-se com H,O (50 mL)
e NaCl (50 mL). A fase orgénica foi seca sob vacuo e o composto foi purificado por
coluna cromatografica flash com DCM: éter etilico (1:1). Posteriormente foi purificado
via HPLC com acetonitrila: agua (1:1) resultando em um produto marrom-
esverdeado (0,36 mmol; 80 mg; Rendimento: 46,82%). Ponto de fusdo: 80°C. 'H
NMR (400 MHz, cdcls) 5 7,97 (dd; J° = 7,8 Hz; J* = 1,7 Hz; 1H); 7,56 (dd; J° = 8,1Hz;
J*=1,3 Hz 1H); 7,50 (td; J° = 7,7; J*= 1,7 Hz; 1H); 7,44 — 7,39 (m; 1H); 4,15 (s; 2H).
®C NMR (101 MHz, CDCl;) & 164,84; 157,20; 133,54; 133,19; 131,54; 131,46;
127,38; 122,43; 112,12; 16,15. (ESI) massa calculada: [M+H] = 220,0277, [M+Na] =
242,0097; massa encontrada: [M+H]= 220,0275 [M+Na]= 242,0090.

3.2.2.2- Procedimento para a sintese do Neq0616
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N’-[(tert-butoxi) carbonil]-3-clorobenzo-hidrazida (5). Sintetizado nas mesmas
condigdes da substancia 1. O produto & um sdélido branco (rendimento: 51%). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) & 10,32 (s; 1H); 8,98 (s; 1H); 7,92 — 7,78 (m; 2H); 7.65 (ddd;
J*=8,0 Hz J* =2,1 Hz; J* =1,0 Hz; 1H); 7,54 (t; J® = 7,9 Hz; 1H); 1,43 (s; 9H).

3-clorobenzohidrazida (6). Sintetizado nas mesmas condi¢gdes da substancia 2. O
produto € um sdlido pastoso transparente (rendimento qualitativo). "H NMR (400
MHz, DMSO) & 9,68 (s; 1H); 7,90 (t; J = 1,8 Hz; 1H); 7,86 — 7,80 (m; 1H); 7,68 (ddd;
J*=8,0 Hz; J* = 2,1 Hz; J* =1,0 Hz; 1H); 7,55 (t; J* = 7.9 Hz; 1H).

3-cloro-N’-(2-cianoacetil)benzohidrazida (7). Sintetizado nas mesmas condigbes
da substancia 3. O produto é um sélido amarelo claro (Rendimento: 42%). '"H NMR
(500 MHz, DMSO) & 10,66 (s; 1H); 10,41 (s; 1H); 7,89 (t; J* = 1,8 Hz; 1H); 7,84 —
7,81 (m; 1H); 7.67 (ddd; J®=8,0 Hz; J*=2,1 Hz; J*= 1,0 Hz; 1H); 7,55 (t; J*= 7,9 Hz;
1H); 3,82 (s; 2H).
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Neq0616 (8)

2-[5-(3-clorofenil)1,3,4-oxadiazol-2-ilJacetonitrila (8; Neq0616). Sintetizado nas
mesmas condigdes da substincia 4, exceto que foi purificado por coluna
cromatografica flash com hexano: acetato (7:3). O produto € um sdélido marrom-
esverdeado (Rendimento: 26,20%). Ponto de fusdo: 78°C. '"H NMR (500 MHz,
CDCls) & 8,04 (td; J*= 1,9 Hz, J°= 0,4 Hz; 1H); 7,94 (ddd; J®= 7,8, J*= 1,6, J*=1,1
Hz; 1H); 7,55 (ddd; J° = 8,1 Hz; J* = 2,1 Hz, J* =1,1 Hz, 1H); 7,50 — 7,44 (m; 1H);
4,16 (s; 2H). "*C NMR (126 MHz, CDCl3) 5 165,06; 157,05; 135,35; 132,43; 130,60;
126,98; 125,12; 124,47; 112,19; 16,02. (ESI) massa calculada: [M+H]= 220,03,
massa encontrada: [M+H]= 220,08.

3.2.3-Expressao e purificacao da cruzaina Wild Type (W.T.)

A cruzaina W.T. foi preparada por um protocolo utilizado em nosso
grupo através do plasmideo pET21a, que contém o gene da pro-cruzaina com cauda
de histidina constituida por seis residuos consecutivos de histidina (Hise-tag)
(FIGURA 3.5).



FIGURA 3.5- Sequéncia proteica codificada pelo gene da pré-cruzaina. Os residuos da cauda de
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histidina e o prodominio N-terminal estdo numerados de -112 até -1 e o dominio catalitico de 1 a 215.
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Fonte: LEE, G. M. et al. Mapping Inhibitor Binding Modes on an Active Cysteine Protease via Nuclear

Magnetic Resonance Spectroscopy. Biochemistry, 51 (50): 10087, 2012.

3.2.3.1- Transformacao da Escherichia coli para expressao da proteina

Um microtubo com 50 uL da bactéria competente ArticExpress

(DE3)RIL foi retirado do freezer a -80 °C e mantido no gelo por 15 min. Depois foi

adicionado 5 pL do plasmideo e deixou-se no gelo por 30 min. Entdo a solugéo foi

levada a choque térmico a 42°C por 30 s e incubada em banho de gelo por 2 min.

Foi adicionado 250 uL de meio SOC ao microtubo e este foi levado ao shaker, a

37°C sob agitagdo de 225 rpm por 1 h. Apds esse periodo de tempo as bactérias

foram aderidas em duas placas contendo meio Luria Broth (LB) Agar (uma com 20

ML e outra com 200 pL de bactéria), na presencga dos antibiéticos carbenicilina (100

ug mL") e gentamicina (20 ug mLmL"). As placas foram mantidas em uma estufa a
37 °C por 12 h.

3.2.3.2- Pré-indculo

Uma coldnia isolada das bactérias transformadas foi selecionada e

adicionada em 200 mL de meio de cultura LB, com os antibiéticos carbanicilina (100

ug/mL) e gentamicilina (20 ug mL™). Deixou-se o pré-inéculo no shaker a 37°C, 12 h,

a 250 rpm.
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3.2.3.3- Indculo e auto-indugéao

Preparou-se 1 L do meio de auto-indugdo com a composicado descrita
na Tabela 3.1. O meio foi autoclavado e, quando em temperatura ambiente, foi
misturado a 10 mL de uma solugdo de D-glicose 5%, 40 mL de a-lactose 5% e o
volume necessario para que os antibiéticos (carbenicilina e gentamicina) tivessem a

concentragdo final igual 100 ug mL™ e 20 ug mL™", respectivamente.

TABELA 3.1- Composigéo do meio de auto-inducéo.

Componente Quantidade
N-Z amina 10g
Extrato de levedura 59
Glicerol 5mL
Agua 900 mL
Na;HPO, 25 mL de uma solugdgoa 1 M
KH,PO, 25 mL de uma solugdgoa 1 M
NH,CI 50 mL de uma solugdoa 1 M
Na,SO, 5 mL de uma solugdoa 1 M
MgSO, 2 mL de uma solugdo a 1 M

Fonte: Autoria propria.

Antes de inocular o meio de auto-inducao foi determinado a densidade
optica em comprimento de onda de 600 nm (ODeggo) do pré-indculo, pois é necessario
que a ODg inicial do meio de auto-indugéo esteja igual a 0,16. Entéo foi calculado o
volume de pré-inéculo que deveria ser adicionado ao meio de auto-indugdo, para
que apresentasse a ODgyo necessaria. O meio de auto-indugao foi dividido em dois
frascos Erlenmeyers de 1 L ficando cada um deles com 500 mL de meio. Ambos
foram levados ao shaker a 18 °C com agitagdo constante de 250 rpm por 60 h. A
cada 24 h a ODggo foi medida para acompanhar o crescimento e a estabilizacao do
processo de expressao. Apos as 60 h o meio foi centrifugado (50000 rpm, por 25
min. a 4 °C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado, os pellets, foi pesado e

armazenado a -80 °C.
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3.2.3.4- Lise das células

O pellet foi descongelado e em seguida ressuspendido em tampao de
lise (TABELA 3.2) e mantido em banho de gelo por 1 h, sendo que para cada 5 g de
pellet foram adicionados 20 mL de tampao de lise. Entdo a solugao foi levada a um
desmembrador celular para que as membranas das bactérias fossem rompidas. O
sistema foi configurado da seguinte forma: amplitude de 15%, pulso ligado de 30 s,
pulso desligado de 59,9 s e tempo total de 15 min. Depois a solugao foi submetida a
uma centrifugagao a 20 000 rpm, por 30 min, a 4 °C. Apds essa etapa, iniciou-se 0

procedimento de purificacéo.

TABELA 3.2- Composi¢do do tampéao de lise.

Componente Quantidade
Tampao A (50 mM Tris, NaCl 300 20 mL
mM, Imidazol 10 mM e pH 10,0)
CaCl, 10 mL de um estoquea 1 M
MgSO, 10 mL de um estoque a 1 M
Lisozima Suficiente para 0,2 mg mL™
PMSF 100 mL de um estoque 0,2 M
DNAse 4 mL
RNAse 4 mL

Fonte: Autoria propria.

3.2.3.5- Purificagdo em Cromatografia de Afinidade por Metal
Imobilizado (IMAC)

O sobrenadante foi misturado com 4 mL de uma solugdo de Ni-NTA e
deixado sob agitacdo em banho de gelo, por 2 h. Depois a solugéo foi transferida
para uma coluna de 25 mL e deixou-se na camara fria a 4°C. Entao foi iniciada a
etapa de eluicdo sendo que primeiramente foram eluidos os 20 mL do sobrenadante,
seguida pela adicdo e eluigdo de 15 mL do tampdo A (TABELA 3.2). Depois, foi
preparado o tampdo B (tampao A + 500 mM de imidazol) e cerca de 25 mL foram

usados para eluir a cruzaina da coluna de Ni-NTA.
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3.2.3.6- Ativacao e estocagem

A fragdo coletada foi transferida para uma membrana de diadlise de 10
kDa e deixadas em didlise por 12 h, em 2 L de tampéao acetato de sédio (NaOAc 100
mM, NaCl 300 mM e pH 5,5). No dia seguinte outra dialise com 2 L de tampao de
ativagao foi realizada, agora por 2 h. Depois dessa etapa a concentragéo da enzima
foi determinada por espectroscopia de absor¢do no ultravioleta (UV), utilizando o
equipamento nanodrop DS-11+ da DeNovix. Apds a didlise a solucao da proteina foi
diluida em tamp&o de ativagcéo (tampdo acetato + 5mM de DTT), para ter uma
concentracdo final de 0,5 mg mL™"' e também foi corrigido o pH para 5,2. A solugéo
foi levada a banho termostatizado a 37°C por 2 h e foram retiradas aliquotas para
monitorar a ativagao, por gel de eletroforese SDS-PAGE 12% de Bis-Tris (FIGURA
3.6). O gel foi corado em 40% (v/v) metanol, acido acético a 10% e 0,5% de
Coomassie Blue R-250, e descorado na mesma solucdo sem Coomassie.

Na ativagdo ocorre a auto-protedlise do pré-dominio a partir do
zimogeno, que pode ser observada apos este periodo de 2 h. A solugao de aspecto
leitoso se tornou limpida indicando a transformagéo do zimégeno inativo em dominio
catalitico ativo e a completa protedlise do pré-dominio. Apds a ativacao, a enzima foi
concentrada com o uso de concentradores Amicon de 10 kDa e sua atividade foi
determinada. Por fim, aliquotas de 20ul da enzima foram congeladas e estocadas

em tampao acetato a -80°C.
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FIGURA 3.6- Analise em gel de eletroforese para acompanhar a ativagéo da cruzaina a partir da

auto-protedlise do pré-dominio N-terminal.

pro-cruzaina (zimogéno = 37 kDa)

cruzaina (dominio catalitico = 23 kDa)

—

pro-dominio (=14 kDa)

I -
Autoria: Adaptado de LEE, G. M. et al. Mapping Inhibitor Binding Modes on an Active Cysteine
Protease via Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Biochemistry, 51 (50): 10087, 2012.

3.2.4- Ensaio cinéticos para determinagao do K;

O comportamento cinético para varias enzimas pode ser explicado por

este simples modelo proposto:

K, K
E+S ——= ES—=E+P
k4

onde E é uma enzima, S é um substrato, P € um produto e ES é um complexo
enzima-substrato. O processo ocorre em duas etapas, a primeira reversivel e a outra
irreversivel. O termo k4 é a constante de velocidade de formacao do complexo ES e
ks € a constante de velocidade de dissociacdo do complexo ES. Neste modelo, o
passo limitante da velocidade global da reagdo € a dissociagdo do complexo ES
para formar o produto.’*

Um dos principais fatores que afetam a velocidade de uma reagao
enzimatica é a concentragao do substrato ([S]), mas é dificil avaliar os efeitos da [S]
devido a variacdo que ocorre durante a reacdo, a medida que o substrato é
convertido a produto. Uma abordagem utilizada em experimentos cinéticos € medir a
velocidade inicial (Vo) da reagao, quando a [S] € muito maior do que a concentragéo
de enzima. Sob essas condicbes assume-se que a [S] ndo ¢é alterada

significativamente, podendo ser considerada constante e a reagédo reversa né&o
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contribui para a velocidade da reacdo. A Vy é a porcgao linear da reagao enzimatica

(FIGURA 3.7), onde menos de 10% do substrato tenha sido consumido ou menos do

10% do produto tenha sido formado.>>®

FIGURA 3.7- Curva de progresso da formagao do produto durante uma reagéo enzimatica, onde a

porc¢éao linear corresponde a V.
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Fonte: Adaptado de COPELAND, R.A. Enzymes A Practical Introduction to Structure, Mechanism, and
Data Analysis, 2a ed. Wiley-Interscience, 2000.

Quando se utiliza uma [S] em grande excesso em relagdo a
concentracdo de enzima, diz-se que a reacdo enzimatica esta sob condigcdes do
estado estacionario. O estado estacionario refere-se ao periodo da reacgao
enzimatica durante o qual a velocidade de formacao do complexo [ES] é exatamente
igual a sua velocidade de dissociacdo a enzima e produtos, ou seja, quando a
concentracdo do complexo [ES] permanece constante durante a reacdo. Em baixas
concentracbes de substrato a Vp aparenta ter um comportamento de pseudo-

primeira ordem e aumenta quase linearmente com a [S] (FIGURA 3.8).°"°°
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FIGURA 3.8- Grafico de Michaelis-Menten (V, x [S]).
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Fonte: Adaptado de COPELAND, R.A. Enzymes A Practical Introduction to Structure, Mechanism, and
Data Analysis, 2a ed. Wiley-Interscience, 2000.

A descricdo matematica para o comportamento cinético das enzimas.
que relaciona a velocidade da reagao (V) e a [S], é referida como equagéo de

Michaelis-Menten (Equacéo 3):

_ [S] Vimax
~ [S]+Kn,

Equacao 3:
onde K, é a constante de Michaelis-Menten, que é definida como a [S] para a qual a
velocidade da reagdo enzimatica € metade da velocidade maxima (Vns). Para
determinar o valor de K, deve-se acompanhar V, de uma reacao com concentracoes
de substrato no intervalo de 0,2 a 5,0 vezes o valor de K, com pelo menos 8
concentracoes diferentes. A seguir a V é plotada versus a [S] (FIGURA 3.8), entdo a
Vmsx € 0 K podem ser calculados através de uma analise de regresséo linear. °6°®

A equacao de Michaelis-Menten pode ser transformada na equacao de
Lineweaver-Burk (Equacao 4). A partir dessa equagédo pode-se construir o grafico
chamado de duplo-reciproco (1/Vp vs 1/[S]; FIGURA 3.9), que é representado por

uma linha reta onde a inclinagdo é K/ Vmax, 0 intercepto no eixo y € 1/Vpmsx € no eixo
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x é -1/K,. O gréfico duplo reciproco € util para a visualizagdo de diferentes

mecanismos de agdo enzimatica e analise de inibidores.®%®!

. 1 K 1
Equacéo 4: —=—"
Vo Vimax [S] Vimax

FIGURA 3.9- Gréfico duplo-reciproco (1/V, x 1/[S]).
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Fonte: Autoria prépria.

Existem duas classes de inibidores enzimaticos: reversiveis e
irreversiveis. Na maioria dos casos os inibidores se ligam de forma reversivel as
enzimas com rapidas velocidades de associacdo e dissociacdo. A poténcia relativa
de um inibidor reversivel é medida por sua capacidade de se ligar ao alvo
enzimatico. Esta é tipicamente quantificada através da constante de dissociagéo (Ky)

(Equacao 5) para um complexo enzima-inibidor:
[E] + [1] = [EI]

Equacéo 5: K; = [EE]—Z]

No caso particular das interagbes enzima-inibidor a constante de dissociacdo é

frequentemente referida também como constante de inibigdo (Kj). O valor de K; de
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um inibidor reversivel pode ser determinado experimentalmente de varias maneiras.
O meio mais comum consiste em avaliar o efeito do inibidor sobre a atividade
catalitica da enzima, que pode ser realizado medindo-se a diminui¢cdo da V, com o
aumento da concentracdo de inibidor.*®

Os inibidores reversiveis podem ser: competitivos, nao-competitivos,
incompetitivos ou parciais, dependendo do modo de ligagdo do inibidor ao alvo
enzimatico. O inibidor competitivo compete com o substrato pelo sitio ativo da
enzima. O inibidor ndo-competitivo se liga a regides diferentes do sitio e pode se
ligar tanto a enzima livre quanto ao complexo ES, ja os inibidores incompetitivos se
ligam exclusivamente ao complexo ES. Na inibicdo parcial a enzima ainda é capaz
de clivar o substrato mesmo com o inibidor ligado, embora a uma velocidade muito
reduzida.’®®"

O grafico duplo-reciproco pode ser utilizado para determinar o tipo de
inibicdo realizando-se experimentos sem a presenga de inibidor e com diferentes
concentracées de inibidor, que vao gerar um grafico com um padrao de retas
caracteristico de cada tipo de inibicdo. No caso de um inibidor competitivo ao
aumentar a concentracao de inibidor serdo obtidas retas que se interceptam no
mesmo ponto do eixo 1/Vp, mas que possuem diferentes inclinagdes (FIGURA 3.10).
Como a intercepgdo no eixo y € igual a 1/Vya, entdo a Vs ndo apresentara
nenhuma mudanga na presenga de um inibidor competitivo. Devido as retas
apresentarem inclinagdes diferentes sera observado um aumento no valor do K,
aparente. A influéncia desses fatores na V, é dada pela equacao 6 ou pelo inverso

desta equacéo (Equagéo 7).%8°9¢

Equacéo 6: v= %
Equacao 7: % = anléx + (é %) (1 + [KLD
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FIGURA 3.10- Grafico duplo-reciproco obtido com inibidor competitivo.
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Fonte: Autoria propria.

Os ensaios enzimaticos sao utilizados principalmente na descoberta de
farmacos para estimar a poténcia dos compostos, o qual é geralmente expressa
como ICsp, que é a concentracdo do composto necessaria para inibir 50% da
atividade enzimatica nas condicbes do ensaio. No entanto, este pardmetro nao
mede a afinidade dos compostos pelo alvo assim como faz o K;, mas expressa a
capacidade de um composto para competir com um substrato presente no ensaio
numa concentragdo definida. Para a maioria dos inibidores (exceto nao
competitivos), qualquer alteragdo na concentracdo do substrato encontrado no
ensaio também ira resultar em uma alteracao do /Csy, entretanto o K; permanecera o
mesmo. Sendo assim a determinacao do K; é a mais adequada para se expressar a
afinidade de um inibidor e mais confiavel, por ndo depender das concentracdes de
substratos no ensaio. Além disso, ndo é possivel comparar os valores de ICs de
ensaios determinados em diferentes [S], sendo assim justifica-se comparar os
valores de K;.%

No ensaio realizado contra a cruzaina é utilizado um substrato
peptidico ligado a um fluoréforo, o N-benzoxicarbonil-L-fenilalanila-L-arginina-7-
amido-metil-cumarina (Z-Phe-Arg-MCA ou ZFRMCA) (FIGURA 3.11) que apods ser
hidrolisado pela enzima é liberado. A fluorescéncia do fluoréforo ligado ao substrato

€ monitorada no fluorimetro e aumenta intensamente quando esta porcao é liberada,
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sendo que a intensidade de fluorescéncia é linearmente proporcional a atividade da

enzima.

FIGURA 3.11- Estrutura do substrato ZFRMCA.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores de K, descritos na literatura para o substrato ZFRMCA
estdo entre 0,96 e 1,4 pM.**®** No ensaio deve-se utilizar uma concentragéo de
enzima necessaria para que o K, esteja dentro desse intervalo. A determinagao do
K; foi realizada em tampéao acetato de sédio 100 mM em pH 5,5 com 300 mM de
NaCl, 0,01% de triton-X100, 5 mM de DTT e 5% de DMSO. A concentracido de
cruzaina utilizada foi de 0,15 nM e foram utilizadas 8 concentracdes do substrato
ZFRMCA, variando entre 30 a 0,11uM com um fator de diluicao de 0.6.

Para selecionar as concentragcdes de inibidor que foram utilizadas no
ensaio de K; foi avaliado o efeito de varias concentragdes de inibidor, com uma [S] =
Kmn. A partir destes resultados, foram escolhidas as concentracdes de inibidor que
inibirdo de 30 a 75% da atividade enzimatica.®” Sendo assim, previamente a
realizagao da determinagao do K; foi realizado um ensaio de percentual de inibicao
(%), para determinar qual a concentragao de inibidor deveria ser utilizada no ensaio
de Ki. Como os inibidores sao fragmentos, por isso ha baixa afinidade enzimatica, as
concentragdes de inibidor utilizadas foram de 2 mM, 1 mM, 500 uM e 250 uM. A
concentracao de enzima utilizada foi de 0,15 nM e de substrato 1,5 uM. Todos os
experimentos foram realizados no minimo em duplicata.

No ensaio de determinagéo do K; primeiramente os inibidores foram
distribuidos em uma placa de 96 pocos, nas concentracdes determinadas
previamente, dissolvidos em 100% de DMSO. A enzima foi incubada com a solugao
tampao, com DTT por 30 min, antes de adiciona-la a placa contendo os inibidores.

Apds adicionar a enzima a placa deixou-se incubando juntamente com os inibidores
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por 2 min, entdo o substrato foi adicionado em sequéncia e a hidrélise do substrato
foi acompanhada por fluorescéncia com excitagdo em 360 nm e emissao em 460
nm. A V, da reagdo foi medida em cada poco durante um periodo de 5 min,
considerando os 20 primeiros pontos da reta. Todos os experimentos foram feitos no
minimo em duplicata. A andlise dos dados foi realizado no programa SigmaPlot 10.0

e o valor do K;foi obtido utilizando-se um modelo competitivo.
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CAPITULO 4
Resultados e Discussao
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- SINTESE

Os materiais de partida mais comuns para a sintese de 1,34-
oxadiazéis sdo derivados de hidrazida (FIGURA 4.1), que podem ser ciclizados sob
varias condigdes.*® Sendo assim inicialmente foi realizada a preparagéo da diacil-

hidrazina que permitiu apds sua ciclizacdo a obtencdo do Neq0617 e Neq0616.

FIGURA 4.1- Sintese de 1,3,4-oxadiazol via diacil-hidrazida.

RI/“\H o \n/m __ " \Kow/m

N=—N

Fonte: Autoria propria

A diacil-hidrazida pode ser preparada sob condicbes de formacgao de
ligacdo amida, através da reacdo de acoplamento da acil-hidrazina nao substituida
(R-NH-NHz) com um acido carboxilico. O método mais relatado na literatura para a
preparagao de acil-hidrazinas é através da hidrazindlise direta de metil ésteres
(FIGURA 4.2-A). *" Este método ndo é muito atrativo devido a toxicidade e o perigo
de explosdo da hidrazina.*’ O uso da hidrazina pode ser contornado através de um
protocolo de dois passos, no qual o acido carboxilico € acoplado com a hidrazida
Boc-protegida (carbazato de t-butila), seguida pela desprotecédo com TFA (FIGURA

4.2-B) e foi 0 método escolhido para a sintese da acil-hidrazida neste trabalho. *’
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FIGURA 4.2- Sintese de acil-hidrazida via: A) hidrazindlise direta de metil ésteres; B) acoplamento

com hidrazina Boc-protegida seguido por desprote¢cdo com TFA.
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CHy 10 NH,
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/ \ —TFA o /HHﬁ

R1 OH *

Fonte: Adaptado de BRASLAU, R. et al. Acil-hidrazinas como precursors de radicais acil,
Tetrahedron, 58: 5513, 2002.

As reagdes de acoplamento consistem em primeiramente ativar o acido
carboxilico, pela conversdo do grupo OH em um bom grupo abandonador antes do
tratamento com a amina (FIGURA 4.3). Podem ser utilizados para ativar o acido
carboxilico os chamados reagente de acoplamento, que irdo levar a formagao de
compostos como cloretos &cidos, anidridos (simétricos ou mistos), anidridos

carbonicos ou ésteres ativados.”’
FIGURA 4.3- Reacao de acoplamento para formacao de ligagcdo amida.

R*\ )3

A -

R2

R1

Fonte: Adaptado de VALEUR, E.; BRADLEY, M. Amide bond formation: beyond the myth of coupling
reagents, Chemical Sociate Reviews, 38: 606, 2009.

As carbodiimidas sdo reagentes de acoplamento utilizados
principalmente na sintese de peptideos. A carbodiimida mais utilizada é a diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC- FIGURA 4.4) e leva a formagao de um precipitado, a N,N-
diciclo-hexiluréia (DCU). No entanto, quando se utiliza o DCC em solucédo é dificil
remover tragos de DCU, entdo a DCC tem sido substituida por outros reagentes
como o EDC (FIGURA 4.4). O EDC é adequado para ser utilizado em solugéo,
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porque o reagente e sua uréia sdo soluveis na fase aquosa podendo ser removidos
no workup. Devido a essas vantagens o reagente de acoplamento utilizado nas
reagdes de acoplamento foi o EDC.%?

FIGURA 4.4- Estruturas do DCC, EDC e HoBt.
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Fonte: Autoria propria.

A reagdo entre a carbodiimida e o acido leva a formagado da O-
acilisoureia (FIGURA 4.5). A O-acilisoureia € um espécie reativa, que rapidamente
sofre amindlise na presenga de uma amina levando a formagao da ligagdo amida. A
O-acilisoureia pode ciclizar a uma oxazolona levando a racemizagao do produto,
quando se utiliza aminoacidos como matérias de partida. Outra reagdo indesejada
que pode ocorrer € o rearranjo da O-acilisoureia, levando a formagéo da N-acilureia,
uma forma inerte e estavel. Nas reacdes de acoplamento com carbodiimidas sao
frequentemente utilizados aditivos derivados N-hidroxi (HoBx), como o HoBt
(FIGURA 4.4), que reagem com O-acilisoureia levando a formagdo do éster ativado.
Esses aditivos aumentam a eficiéncia das reacdes mediadas por carbodiimidas, pois
suprimem a formag¢ao de N-acilureias e ainda sdo capaz de prevenir a reagao
intramolecular, diminuindo também o grau de racemizagdo. O HoB:t foi utilizado nas

reacdes de acoplamento realizadas juntamente com o EDC.*?
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FIGURA 4.5- Mecanismo da reagao de acoplamento com carbodiimida.
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Fonte: Adaptado de EL-FAHAM, A.; ALBERICIO, F. Peptide Coupling Reagents, More than a Letter
Soup, Chemical Reviews, 111: 6557, 2011.

Entre os varios métodos descritos para a sintese de 1,3,4-oxadiazéis o
mais frequentemente utilizado é a reacdo de ciclodesidratacao de 1,2-diacil-
hidrazinas utilizando reagentes desidratantes, sendo que os mais empregados sédo o
SOCI; e POCIs. Entretanto, esses reagentes requerem a utilizagdo de condigbes
severas, como altas temperaturas e grande excesso de agente desidratante. O p-
TsCl é um reagente relativamente barato, ndo toxico, medeia a reagdo de
ciclodesidratacdo na presenca de uma base terciaria, como EtsN, e ainda possibilita
a utilizagdo de condi¢des brandas, como t.a.. Portanto o método escolhido para ser
empregado foi a reagao de ciclodesidratagdo com p-TsCl e EtsN. O mecanismo

proposto para esta reacdo esta ilustrado na FIGURA 3.6.%
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FIGURA 4.6- Mecanismo da ciclodesidratagdo com p-TsCl e Et;N.
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Fonte: Autoria propria.

Os compostos sintetizados foram caracterizados por RMN 'H, RMN

13C, espectroscopia de massas e ponto de fuszo.
4.1.1- Caraterizagao do composto Neq0617

O composto 1 foi sintetizado pela reacdo de acoplamento do acido 2-
clorobenzéico com o carbazato de tert-butila e pode-se evidenciar a sua formacao
através de seu espectro de RMN 'H (FIGURA 4.7). O pico A corresponde aos
hidrogénios das metilas (9H), o pico B pertence aos hidrogénios do anel aromatico
(4H) e os picos C e D séo os hidrogénios dos nitrogénios da hidrazida.



FIGURA 4.7- Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) do composto 1.
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Depois o composto 1 sofreu uma reagao de desprotecdo com o TFA

originando o composto 2, pode-se observar em seu espectro de RMN 'H (FIGURA

4.8) que ocorreu o desaparecimento dos hidrogénios do grupo protetor Boc. Os

hidrogénios do NH2 n&o estdo presentes no espectro, porque frequentemente os

picos -NH sdo largos, fracos e sem nenhum acoplamento com hidrogénios do

carbono adjacente. Este efeito ocorre por troca de prétons ou pela propriedade dos

atomos de nitrogénio, chamada de alargamento quadrupolar. Em seguida, foi

realizado o acoplamento do composto 2 com o acido cianoacético levando a

formacdo do composto 3. Em seu espectro de RMN 'H (FIGURA 4.9) estdo

presentes os hidrogénios do CHz no pico A (2H), mas apareceu apenas um

hidrogénio —NH possivelmente devido a troca de protons.



FIGURA 4.8- Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) do composto 2.
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FIGURA 4.9- Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) do composto 3.
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Por fim foi realizada a reacao de ciclodesidratagao do composto 3 para

levar a formagdo do composto Neq0617. O espectro de RMN 'H do Neq0617
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(FIGURA 4.10) apresenta os sinais B, C, D e E que correspondem aos hidrogénios
do anel aromatico e o A que corresponde aos dois hidrogénios metilénicos
(ESQUEMA 4.1). Os picos B e C sdo dois tripletos de dubletos (td), entdo
correspondem a hidrogénios acoplados a dois hidrogénios. Os picos D e E s&o dois
dupleto de dubletos (dd), portanto devem pertencer a hidrogénios que estéo
acoplados a um préton. O pico E pertence ao hidrogénio do anel aromatico mais
desblindado que corresponde ao que esta mais proximo do anel heterociclico e do
atomo de cloro. Como a constante de acoplamento (J) dos prétons C e E s&o iguais
indicam que estes hidrogénios estdo acoplados. No espectro de RMN'*C todos os

carbonos do composto estao presentes (FIGURA 4.11)

FIGURA 4.10- Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do Neq0617.
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FIGURA 4.11- Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) do Neq0617.
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ESQUEMA 4.1- Atribuicdo das sinais de RMN 'H e "°C da substancia Neq0617.

cl " N
D / »\///
(e} A

B
C

| Proton | & | J (multiplicidade) Jll Carbono | & | Atribuigio
A CH,

(o8]

4,15 (s; 2H) 1 16,15

7,38 (m; 1H) 2 M2 Carbono da nitrila
50N B = 7 =N 3 122,43  Carbono aromatico
(td; 1H) 4 127,38 Carbono aromatico
e | AR g’(;_;1‘]:|=1 i 5 131,46  Carbono aromatico
e J3=(7,8,; J4l i 6 131,54  Carbono aromatico
(dd; 1H) 7 133,19  Carbono aromatico
8 133,54  Carbono aromatico

9 157,20 Carbono do oxadiazol

10 164,84 Carbono do oxadiazol

Fonte: Autoria propria.
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O pico do ion molecular [M+1] e do aduto de sddio [M+Na] estao
presentes no espectro de massas do Neq0617 (FIGURA 4.12), além dos picos

isotopicos [M+2].

FIGURA 4.12- Espectro de massas de alta resolugao do Neq0617 (ESI/QQTOF-MS).
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Fonte: Autoria propria.

A pureza foi determinada via HPLC e composto apresentou uma %A>

95, o cromatograma esta presente no Apéndice.

4.1.2- Caracterizacao do composto Neq0616

No espectro de RMN "H do Neq0616 (FIGURA 4.13) os hidrogénios do
anel aromatico correspondem aos picos B, C, D e E, enquanto que o pico A pertence
aos hidrogénos do CH,; (ESQUEMA 4.2). O pico E correspende ao hidrogénio
vizinho ao atomo de cloro, pois € o préton mais desblindado e também nao possui
acoplamento orto com outros prétons como pode ser observado pelos valores de
suas constantes de acoplamento (ESQUEMA 4.2). Os picos C e D s&o dois dupleto
de duplo dubletos (ddd), entdo correspondem a prétons acoplados a um hidrogénio.
No entanto, o proton D que é o mais desblindado, corresponde ao hidrogénio vizinho

ao atomo de cloro, pois o cloro € um grupo retirador de eletrons por efeito indutivo. O
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pico B € um ftripleto de dubletos sendo assim corresponde ao préton que esta
acoplado a dois hidrogénios. No espectro de RMN'™C todos os carbonos do
composto estado presentes (FIGURA 4.14). No espectro de massas (FIGURA 4.15)
ha a presenca do pico do ion molecular [M+1] e o pico isotépico [M+2]. A pureza foi
determinada via HPLC e o composto apresentou uma %A> 95, o cromatograma esta

presente no Apéndice.

FIGURA 4.13- Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl3) do Neq0616.
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Fonte: Autoria propria.
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FIGURA 4.14- Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) do Neq0616.
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Fonte: Autoria propria.

T T
60 50

T
40

T T T T T
30 20 10 ] -10

ESQUEMA 4.2- Atribuigao das sinais de RMN "H e "*C da substancia Neq0616.

Cl

N —N

| 5 | J(multiplicidade)
1

(N7

A

416 (s: 2H) 16,02
7,47 (m: 1H) 2 112,19
755 13=81;)4=21; 4=1,1 3 124,47
(ddd; 1H) 4 125,12
3= . 14 = e |4 =

794 P= 7,8,( ;d;; 113) = 5 126.98
8,04 JA= 1,9; J5 =0,4 6 130,60
(td: 1H) 7 132,43

8 135,35

9 157,05

10 165,06

Fonte: Autoria propria.

5 | Atribuigo
CH,

Carbono da nitrila
Carbono aromatico
Carbono aromatico
Carbono aromatico
Carbono aromatico
Carbono aromatico
Carbono aromatico
Carbono do oxadiazol

Carbono do oxadiazol
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FIGURA 4.15- Espectro de massas de baixa resolugdo do Neq0616 (ESI/QQTOF-MS)..
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Fonte: Autoria prépria.

4.2- ENSAIOS CINETICOS

De modo geral os fragmentos possuem baixa afinidade pelo alvo
(milimolar a elevado micromolar), portanto € essencial encontrar um método que
possua sensibilidade adequada para a detecgéo de interacdes fracas.>® O risco de
se enganar com artefatos experimentais € maior quando trabalha-se com
fragmentos.®®

Os ensaios realizados com fragmentos requerem a utilizagdo de altas
concentragdes, no entanto alguns compostos quando sdo testados em altas
concentracbes em tampdes aquosos podem formar agregados microscopicos
levando a uma inibicdo ndo seletiva de varias enzimas, referida como agregagao
promiscua. A maneira mais facil de evitar esse problema é a adicdo de um
detergente n&o i6nico como o Triton-X100 ou Tween no ensaio. Além disso, os
ensaios enzimaticos sao realizados em tampdes aquosos com 5% de DMSO,
portanto os fragmentos para que possam ser testados em elevadas concentragdes

requerem elevada solubilidade.**®°
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O parametro utilizado para avaliar a atividade dos inibidores foi o Ki. A
preferéncia pela utilizacao do Ki ao invés do /Csy deve-se ao fato de que no ensaio
de ICsp sao utilizadas varias concentragcdes de inibidor, sendo necessario no caso
dos fragmentos utilizar concentragbes extremamente altas impossibilitando a
realizacdo dos ensaios devido a insolubilidade. Entretanto, no ensaio cinético
realizado para determinar o Ki a concentracao de inibidor utilizada é constante e o
que varia é a concentracao do substrato. Além disso, como discutido anteriormente o
Ki é um parametro mais apropriado do que o ICsp, que pode variar conforme as
condicoes utilizadas no ensaio.

Os valores de Ki, desvio padrao (SD) e o intervalo de confianga de 95%
obtidos a partir dos ensaios cinéticos estao apresentados na TABELA 4.1, sendo
que os inibidores que apresentaram Ki =2 3 mM foram considerados inativos. Os
graficos de Michaelis-Mente e Lineweaver-Burk obtidos nos ensaios cinéticos estéao

presentes no Apéndice.

TABELA 4.1- Resultados da constante de inibigao (Ki).

ID K; * SD (uM) Intervalo de confianga de 95% (uM)
Neq0558 2485,39 441,117 1583,19 a 3.387,60
Neq0555 1074,25 + 134,704 798,744 a 1349,75
Neq0596 1626,2 + 105,20 1411,1 2 1841,2
Neq0601 >3000
Neq0559 >3000
Neq0560 1823,61 +248,2671 1315,83 a 2331,38
Neq0556 65,27 +4,468 56,40 a 74,15
Neq0557 133,15 + 11,082 111,14 a 155,16
Neq0598 2064,0 + 398,50 1249,0 a 2879,0
Neq0599 2429 +20,76 200,3 a 285,5
Neq0617 64,47 + 3,954 56,38 a 72,55
Neq0561 268,06 + 22,942 221,14 a 314,99
Neq0602 304,85 + 27,657 248,29 a 361,42
Neq0597 340,62 +43,831 250,97 a 430,27
Neq0600 1134,5 + 75,900 979,30 a 1289,8
Neq0603 250,0 +25,90 197,00 a 303,00
Neq0616 702,0 £ 101,00 498,60 a 905,50

Parametros estatisticos: Graus de liberdade 93; Valores do teste p < 0.001; Soma dos quadrados
4,470 e+6; Sy.x 219,242 e AlICc 1.040,306. Fonte: Autoria prépria.
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4.3- AVALIACAO DA SAR

Para discutir os resultados obtidos e avaliar a SAR os compostos foram
separados em grupos que apresentassem o mesmo padrao de substituicdo no anel
aromatico. Além disso, os compostos também foram comparados com seus
analogos que apresentavam o atomo de cloro em diferentes posigdes.

A primeira hip6tese consistia na substituicdo do grupo carboxilato do
Neq0147 (Ki= 910,91 uM; LE = 0,26) por um grupo nitrila dando origem ao Neq0617
(TABELA 4.2), o que levou a um elevado ganho de afinidade cerca de 14 vezes a do
fragmento inicial (Neq0147). Esse aumento da afinidade foi devido a capacidade da
nitrila em ligar-se de forma covalente reversivel com a cisteina catalitica, que € uma
interacdo mais forte do que as ligagdes de hidrogénio que ocorrem com carboxilato.
Consequentemente, foi observada uma maior LE (LE = 0,40 kcal.mol”.atom™), ou

seja, o Neq0617 possui uma alta eficiéncia de interagao.

TABELA 4.2- Valores de Ki, pK;e LE dos compostos orfo-substituidos.
ID Estrutura K; (uM) pK; | LE (kcal.mol™.atom™)

Neq0147 i= 910,91 526 | 3,04 0,26
: U N o
Cl

Neq0617 M=

Cl
l

Fonte: Autoria prépria.

64,47 + 3,954 4,19 0,40

Neq0561 268,062 £ 22,942 | 3,57 0,34

O Neq0561 contém o anel 1,2,4-oxadiazol que é regioisémero do 1,3,4-
oxadiazol, mas apresentou uma menor afinidade do que o Neq0617. Apesar desses
anéis serem virtualmente idénticos possuem diferente distribuicdo de cargas

(FIGURA 4.16).*° Os nitrogénios do anel 1,3,4-oxadiazol possuem maiores valores
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negativos de potencial eletrostatico minimo (Vmin), que € utilizado como um preditor
da forga do HBA, do que os do anel 1,2,4, entdo os nitrogénios do anel 1,3,4 sao
melhores grupos HBA do que os do 1,2,4.°° Sendo assim o Neq0617 pode ter
apresentado maior afinidade do que seu regioisomero Neq0561 devido os

nitrogénios presente em seu anel serem melhores HBA.

FIGURA 4.16- llustragao mostrando que os dois nitrogénios do 1,3,4-oxadiazol sdo melhores

aceitadores de ligagao de hidrogénio (maiores valores negativos de Vin)
(3.1
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Fonte: BOSTROM, J.; HOGNER , A.; LLINAS , A.; WELLNER , E.; PLOWRIGHT, A. T. “Oxadiazoles
in Medicinal Chemistry”, Journal of Medicinal Chemistry, 55 (5): 1817, 2012.

Os compostos apresentados na TABELA 4.3 diferem entre si apenas
por seu anel heterociclico, permitindo assim avaliar qual o efeito de tal porcao da
molécula. A intencdo de substituir o anel 1,3,4-oxadiazol por outros anéis
heterociclicos de cinco membros era explorar interagcbées com o Asp1671 e a Gly65.
Desta forma o anel ideal para interagir com esses residuos de aminoacidos seria o
triazol (Neq0600), pois apresenta dois HBA e um HBD que poderiam interagir com
os residuos Gly66, Gly65, e Asp161, respectivamente (FIGURA 4.17).



TABELA 4.3- Valores de Ki, pK;e LE dos compostos meta-substituidos.

ID Estrutura Ki(uM) pK; | LE (kcal.mol™.atom™)
Neq0602 " fais d 304,85 + 27,657 | 3,52 0,33
Z
o
Neq0597 a . " 340,62 + 43,831 | 3,47 0,33
2
Neg0600 . 1134,5 £ 75,900 | 2,94 0,28
Cl N N / N
I 8 74
N
H
Neq0616 702,0 £ 101,00 | 3,15 0,29

Fonte: Autoria propria.

FIGURA 4.17- Docagem do composto Neq0600 com a cruzaina

Fonte: Autoria propria.
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Porém, quando comparado com os demais compostos da série o
Neq0600 apresentou uma baixa afinidade. Provavelmente por conta do fenébmeno de
tautomerizagédo (FIGURA 4.18) impossibilitando determinar qual a forma que estaria
em maior propor¢cao, sendo que apenas uma delas permitiria a formacao das
interacdes desejadas (forma-4H).

FIGURA 4.18- Tautomerizagédo do anel triazol.
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Fonte: Fonte: Autoria prépria.

O Neq0597 (TABELA 4.3) apresentou menor afinidade em relagdo ao
composto que possui 0 anel 1,2,4-oxadiazol (Neq0602). O comprimento da ligagéo
C-S é maior do que da ligagao C-O, isto pode ter provocado a perda de interagbes
que ocorriam com o anel oxadiazol devido ao maior comprimento de ligagao o anel
tiazol apresentaria uma orientagao diferente.

O Neq0616, que apresenta o 1,3,4-oxadiazol, foi menos afim do que o
Neq0602 que é seu regioisbmero, ao contrario do que foi observado quando esses
compostos apresentam o atomo de cloro em orfo, anteriormente discutido.
Possivelmente, quando o atomo de cloro esta em meta a molécula adota uma
orientacdo no sitio ativo da enzima, que torne mais favoravel interacbes com o anel
1,2,4-oxadiazol do que com o 1,3,4 levando o Neq0602 ter maior afinidade.

No entanto, quando se compara o Neq0616 com o Neq0617 (FIGURA
4.19), que se diferem apenas pela posigdo do cloro, pode-se observar que a
presenca do cloro em orto provavelmente permitiu que ocorressem interacdes do
tipo ligacdo de halogénio com a Met68. Esse tipo de interagdo ndo € possivel
quando o cloro esta na posi¢cdo meta, levando o inibidor Neq0617 a apresentar uma
maior afinidade. Os compostos Neq0602 e Neq0597 apesar de terem menor

afinidade que o Neq0617 sao potenciais candidatos a otimizagao, pois um fragmento
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para ser selecionado para otimizacado requer tem uma LE = 0,3 e estes compostos

apresentaram LE = 0,33.

FIGURA 4.19- Estruturas, Ki e pK;dos compostos Neq0616 e Neq0617
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Neq0616 Neq0617
K,=702,0 + 101,00 K= 64,47 + 3,95
pK.= 3,15 pK;= 4,19

Fonte: Autoria prépria

Ao analisar o efeito do cloro na posi¢ao para, nota-se que o Neq0599
(TABELA 4.4) apresentou maior afinidade do que o Neq0598. Essa alteragdo pode
ser explicada pela perda de uma possivel ligagao de hidrogénio do anel tiazol com a
cadeia principal da Gly66, que pode ajudar na estabilizagdo da molécula e
possibilitar que as outras interagdes ocorram justificando assim sua menor afinidade.
Comparando o Neq0599 com seus analogos (Neq0602 e Neq0561; FIGURA 4.20),
que possuem o cloro nas posi¢cdes meta e orto, observamos que os compostos de

maior afinidade foram os que apresentam o cloro em orto e para.

TABELA 4.4- Valores de Ki, pK;e LE dos compostos para-substituidos

ID Estrutura K;(uM) pK; | LE (kcal.mol".atom™)
Neq0598 a 2064,0 £ 398,50 | 2,68 0,25
/ = / N
/)\//
N
Neq0599 il 2429 +£20,76 | 3,61 0,34
)\ #
~
N
Cl

Fonte: Autoria prépria.
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FIGURA 4.20- Estruturas, Ki e pK;dos compostos Neq0602 e Neq0561.
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Fonte: Autoria propria.

Um estudo realizado pelo aluno de doutorado Jean Francisco Rosa
Ribeiro no software GRID, que pode ser utilizado para mapear o sitio em busca de
regides favoraveis para interagées, foi feito para as sondas do cloro. Os resultados
sdo apresentados como mapas de contorno, nos quais os contornos indicam regiées
onde os grupos sonda tem alta probabilidade de interagir. Através da sobreposi¢cao
da superficie proveniente do mapeamento com a estrutura obtida por meio de
cristalografia de raio-X do Neq0147 (FIGURA 4.21), observou-se que é importante
ter o cloro em orto para interagir com a Met68. Mas também indicou que € possivel
explorar uma substituicdo com outro atomo de cloro na posi¢ao para (FIGURA 4.22).
Os resultados do GRID corroboraram com o evidenciado experimentalmente, onde
os compostos com cloro em orto (Neq0561) e para (Neq0599) foram os de maior

afinidade ja que essas posigdes propiciam a interagdo com o cloro.

FIGURA 4.21- Sobreposi¢gdo do mapa de superficie com a estrutura cristalografica do Neq0147.
A L

Glu208 \ ‘
. Lcul60J ¢ Trpl84

Fonte: William Borges Fernandes.
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FIGURA 4.22- Docagem do Neq0599 com a cruzaina.

Fonte: Autoria propria.

No entanto apresentar atomos de cloro em orfo e para na mesma
molécula (Neq0557; TABELA 4.5) nao possibilitou obter o composto de maior
afinidade, porque o Neq0556, com atomos de cloro em meta e para, teve uma
afinidade cinco vezes maior do que o Neq0557. Provavelmentes quando um dos
atomos de cloro interage com uma das regides anteriormente mostradas, a
conformagao ou posi¢gao adotada pela molécula talvez ndo permita que o outro cloro
também consiga ter interacdo (FIGURA 4.23). Porém, quando o atomo de cloro esta
nas posigdes meta e para provavelmente ambos consigam interagir com regidées do
sitio (FIGURA 4.23), o que foi evidenciado através do acréscimo na afinidade da

cruzaina pelo composto.
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TABELA 4.5- Valores de Ki, pK;e LE dos compostos di-substituidos.
ID Estrutura K; (uM) pK; | LE (kcal.mol".atom™)

Neq0556 N 65,27 +4,468 | 4,18 0,37

Fonte: Autoria propria.

Neq0557 133,15+ 11,082 | 3,88 0,34

Comparando o Neq0556 com o Neq0597 (K; = 340,62 + 43,831,
TABELA 4.3), que possui apenas um atomo de cloro em meta, podemos ver que a
adicdo de um cloro em para levou a uma afinidade de cerca de 5 vezes maior. O
Neq0598 (K;=2064,0 £ 398,50; TABELA 4.4), que possui apenas um atomo de cloro
em para, era praticamente inativo e através da adicdo de um cloro em meta
(Neq0556) teve um elevado ganho de afinidade. O Neq0556 teve uma afinidade
muito similar a do Neq0617 (K;= 64,47 + 3,95; LE = 0,40), mas o Neq0617 teve uma
maior eficiéncia de ligagdo (maior LE) devido o Neq0556 um maior numero de
atomos. Além disso, o Neq0556 apresentou uma maior afinidade do que o fragmento
inicial (Neq0147), mas a custo de um elevado aumento de lipofilicidade, devido a
presenca de dois atomos de cloro, e durante o processo de otimizagao do fragmento
busca-se aumentar a afinidade sem provocar um aumento de lipofilicidade ao

mesmo tempo.
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FIGURA 4.23- Docagem do Neq0556 (azul) e Neq0557 (vermelho) com a cruzaina
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Fonte: Autoria propria.

Os compostos que ndo possuem o atomo de cloro como substituinte
mostraram-se pouco ativos (TABELA 4.6). O Neq0601 que corresponde ao Neq0617
sem a presenca do cloro foi praticamente inativo (Ki >3000 uM), mostrando que é
importante a presencga do cloro (FIGURA 4.24). O atomo de cloro (orto) interage com
a Met68 fazendo com que a molécula adote um angulo torsional entre o anel
aromatico e o heterociclico, que permite adotar um posionamento adequado para
que outras interagdes importantes ocorram. No entanto, sem a presenga do atomo
de cloro essas interagbes sao perdidas tornando os compostos praticamente
inativos. Esperava-se que o Neq0559 possibilitasse explorar interagbes com o
bolsdo mais profundo do subsitio S2 e com o subsitio S3, mas esse inibidor foi

inativo mostrando que nao foi possivel que essas interagbes ocorressem.



TABELA 4.6- Valores de Ki, pK;e LE dos compostos sem substituigdo no anel aromatico.
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ID Estrutura K;(uM) pK; | LE (kcal.mol”.atom™)
Neq0558 — N | 2485,39 +441,117 | 2,60 0,26
&
O
N
Neq0555 & 7 n | 1074,25 £134,704 | 2,97 0,30
=
N \>\/
N
Neq0596 g | 1.626,2 £105,20 | 2,79 0,28
P
/ I/)\//
N
Neq0601 o >3000 0,23
= N
)\ 7
Neq0560 — | 182361:48.261 | 274 0,28
\ 4
@/&
Neq0559 >3000 0,17

C
O

N=—0

(S
N/

Fonte: Autoria propria.



FIGURA 4.24- Docagem do Neq0601 com a cruzaina.

Fonte: Autoria propria.
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CAPITULO 5
Conclusao
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5- CONCLUSAO

A doenga de Chagas atinge milhées de pessoas ao redor do mundo e
provoca morbidade e mortalidade precoce. Os farmacos disponiveis para o
tratamento séo ineficazes, principalmente na fase crénica da doenga. Além disso,
apresentam severos efeitos colaterais e precisam ser utilizados por um longo
periodo de tempo. Portanto, € necessario o desenvolvimento de novos farmacos
para esta doenga. A cruzaina é um alvo terapéutico validado para o
desenvolvimento de novos farmacos tripanossomicidas. A maioria dos inibidores de
cruzaina descritos na literatura sdo dipeptidicos do tipo covalente irreversiveis. Os
inibidores irreversiveis apresentam mais efeitos off-target do que os observados com
0s reversiveis e tem-se evitado a utilizacao de inibidores dipeptidicos, devido a sua
baixa estabilidade metabdlica. Sendo assim, é preferivel a utilizagdo de inibidores
covalente reversiveis e nao peptidicos. O FBDD é uma abordagem que vem sendo
utilizada na descoberta e desenvolvimento de farmacos, que permite inicialmente
identificar fragmentos com baixa afinidade porém com alta eficiéncia de ligacéo.

Neste trabalho, foi realizada a otimizagao das interagdes do fragmento
Neq0147, através de um estudo de SAR. Algumas modificagdes moleculares
baseadas no Neq0147 foram propostas para realizar o estudo de SAR.
Primeiramente foi realizada a substituicdo do grupo carboxilato por uma nitrila, com a
intencdo de aumentar a afinidade do inbidor, devido a nitrila se ligar de forma
covalente reversivel com a enzima, e também para atuar como ancora. Depois o
anel oxadiazol foi substituido por outros anéis heterociclicos de cinco membros
(1,2,4-oxadiazol, triazol, pirazol, tiadiazol e tiazol), com a finalidade de explorar
interagdes com os residuos de aminoacidos Asp161 e Gly65. Por ultimo a posigao
do atomo de cloro no anel aromatico também foi modificada, para explorar
interacdes hidrofébicas com aminoacidos presentes no subsitio S2. Os compostos
necessarios para avaliar as hipoteses foram adquiridos e sintetizados. Entdo todos
os fragmentos foram testados contra a cruzaina para a determinagéo do K.

A partir dos resultados dos ensaios cinéticos pode-se avaliar o efeito da
substituicdo do carboxilato, do anel oxadiazol e da posi¢cao do cloro. Através do
estudo de SAR podemos concluir que a substituicdo do grupo carboxilato pela nitrila

foi a modificagdo que gerou um maior ganho de afinidade. Entre os compostos que
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apresentavam o cloro em orto, o composto com anel 1,3,4-oxadiazol foi o que
apresentou maior afinidade (Neq0617). Quando o cloro estava em meta o anel que
permitiu obter uma maior afinidade foi o 1,2,4-oxadiazol (Neq0602), sendo que os
compostos Neq0602 e Neq0597 apresentaram alta eficiéncia de ligagao (LE = 0,3).
No grupo dos compostos substituidos com o cloro em para, aquele que apresentou
maior afinidade foi o com o anel 1,2,4-oxadiazol (Neq0599). Pode-se observar que
presenca do atomo de cloro como substituinte foi fundamental para a atividade dos
fragmentos, pois os compostos sem a presenga do atomo cloro no anel aroméatico
foram praticamente inativos. Provavelmente o cloro tenha interagées hidrofébicas
com aminoacidos presentes no subsitio S2, permitindo que seja possivel manter um
angulo ideal entre os dois anéis possibilitando o estabelecimento de interagbes
importantes com o sitio ativo. Além disso, preferencialmente o atomo de cloro deve
encontrar-se nas posicoes orto ou para.

Por meio deste trabalho foi possivel identificar varios fragmentos com
afinidade no intervalo micromolar e com alta eficiéncia de ligagdo, que os
credenciam a candidatos a otimizacdo como alternativas aos inibidores dipeptidicos.
Sendo que um fragmento, Neq0617, apresentou uma afinidade 14 vezes maior do o
Neq0147. O Neq0556 apresentou uma afinidade semelhante ao do Neq0617, mas a
custo do aumento de lipofilicidade e do numero de atomos. A partir dessas
informagdes obtidas pode-se propor novos inibidores similares a fragmento.
Posteriormente a determinagdo do MOB dos melhores inibidores identificados,
podera ser realizada a adigdo de grupos para explorar interagdbes com os subsitios

S2 e S3 obtendo assim inibidores com maior afinidade.
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APENDICE
Cromatograma do Neq0617
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